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I Virus MSRV1 et MSRV2 assocles ensemble k la sclerose en plaques et leurs constltuants nuclelques. 

57) L'invention conceme Passociation de deux virus asso- 
i & la sclerose en plaques, & savoir, un premier virus hu- 
main, possedant una actfvite transcriptase inverse, et asso- 
ci6 & une femille d'dtements retrovlraux endogfcnes, ou un 
variant du premier virus comprenant au moins un antigdne 
reconnu par au moins un anticorps dlrlod contra au moins 
un antigens oorrespondant dudit premier virus, et un se- 
cond virus, possedant une activity transcriptase inverse, ou 
un variant dudit second virus, ess deux virus etant issus 
ensemble d'une meme souche viraie choisie parml les sou- 
ches denommees respectlvement POL-2, deposee le 
22.07.1992 aupres de l'ECACC sous le numero d'acces 
V92072202 et MS7PG deposee le 08.01.93 aupres de 
I'ECACC sous le numero d'acces V93010816, et parml les 
souches variantes oonsistant en des virus comprenant au 
moins un antigene qui est reconnu par au moins un anti- 
corps dirige contra au moins un antigene oorrespondant de 
Tun ou rautre des virus des souches vi rales POL-2 et 
MS7PG pr^cttees. 
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Virus MSRVl et MSRV2 associes ensemble a la Sclerose en 
Plaques et leurs constituants nucleiques 

La Sclerose en Plaques (SEP) est une maladie 
demyelinisante du systeme nerveux central (SNC) dont la 

5 cause reste encore inconnue. 

De nombreux travaux ont etaye l'hypothese d'une 
etiologie virale de la maladie, mais aucun des virus 
connus testes ne s'est avdre etre l 1 agent causal 
recherch§: une revue des virus recherchfes depuis des 

10 annees dans la SEP a et6 faite par E. Norrby (Prog- Med. 
Virol. # 1978; 24, 1-39) et R.T. Johnson (dans "Handbook of 
clinical neurology, 47 Demyelinating diseases". Vinken P. 
et Bruyn G.W. , eds. Amsterdam, Elsevier science 
Publishing, 1985, 319-336) . ParallSlement , la possibility 

15 d'un facteur exogene et/ou infectieux est suggeree par 
1' existence d'epidemies localises ou "clusters" de SEP 
comme ce qui a ete observe dans les lies Feroes entre 194 3 
et 1960 (Cook 1980), en Sardaigne (Rosati, 1988), en 
Norvfege (Riisse, 1991) , ainsi que par les etudes sur les 

20 migrants (Elian, 1990) . Parmi tous les facteur s exogfenes 
suggferes, les virus ont et6 etudifes le plus souvent et une 
fetiologie virale est classiquement 6voqu6e. 

L 1 observation , dans la SEP, de phfenomfenes 
assimilables a une reaction d f auto- immunity a conduit & 

25 une hypothSse frtiologique auto- immune "essentielle" (voir: 
Lisak R.P., Zweiman B. New Engl. J. Med. 1977; 297, 850- 
853, et, Lassmann H. et Wisniewski H.M. Arch. Neurol. 
1979; 36, 490-497). Cependant, cette auto-immunit6 dirigee 
contre certains composants du SNC s'est r6vfel6e peu 

30 specifique de la SEP et frequente dans les inflammations 
du SNC, associies ou non a une infection, ainsi que cela a 
ete montrfe par Hirayama M. et coll. (Neurology 1986; 36, 
276-8), Kenneth G. Warren et coll. (Annals of Neurology 
1986; 20, 20-25), Suzumura A. et coll. (Journal of 

35 Neuroimmunology 1986; 11, 137-47), et, Tourtelotte W. et 
coll. (Journal of Neurochemistry 1986; 46, 1086-93). De 
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plus, comme l f a fait remarquer E.J. Field (The Lancet 
1989; I, 1272 .) aucune des therapeutiques immuno- 
suppressives n'a permis d'obtenir des resultats decisifs 
contre la SEP. II semble maintenant probable que les 
5 manifestations "auto-immunes" sont induites par un 
mecanisme d'origine virale : co-sensibilisation a des 
determinants viraux associes a des molecules d'origine 
cellulaire, phenomenes de mimetisme moleculaire -comme 
cela a ete d6crit par Fujinami R.S et Oldstone M.B.A 

10 (dans "Molecular mimicry: Cross-reactivity between 
microbes and host proteins as a cause of autoimmunity". 
Oldstone M.B.A. , ed. Current Topics in Microbiology and 
Immunology, vol. 145, Berlin, Springer-Verlag, 1989)- ou, 
selon P. Rudge (Journal of Neurology, Neurosurgery and 

15 Psychiatry, 1991 54, 853-855), par expression de 
superantigenes retroviraux . 

Des travaux ont 6taye une hypothdse selon laquelle 
un Retrovirus sera it a l*origine de la maladie : la 
d£couverte recente par A. Gessain et coll. (J. Infect. 

20 Disease 1988; 1226-1234), de syndromes neurologiques 
associes au virus HTLV-I, connu £ l^rigine comme agent de 
leucemies T de l'adulte, a conduit de nombreux auteurs, 
tels que H. Koprowski et coll. (Nature 1985; 318, 154), 
M.Ohta et coll. (J. Imunol. 1986; 137, 3440), E. P. Reddy 

25 et coll. (Science 1989; 243, 529), S.J. Greenberg et coll. 
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989; 86, 2878), J.H. 
Richardson et coll. (Science 1989; 246, 821), S.L. Hauser 
et coll. (Nature 1986; 322, 176) et A. Karpas et coll. 
(Nature 1986; 322, 177), a rechercher une implication de 

30 ce retrovirus humain dans la SEP, cependant sans succds ou 
avec des r6sultats evoquant des reactions crois&es. 

Par ailleurs, il existe un modfele animal trSs 
proche de la SEP, induit par un retrovirus : le virus 
MAEDI-VISNA du mouton. II est connu que 1 1 infection 

35 naturelle par ce virus peut provoquer deux types de 
maladies chez cet animal: le Maedi, une pneumonie 
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interstitielle lyinphocytaire qui peut survenir lors de la 
primo-inf ection par ce retrovirus et une pathologie 
neurologique demyelinisante tardive suivant generalement 
une phase de latence prolongee, le Visna. La 
5 physiopathologie du Visna naturel concorde avec la plupart 
des donnees cliniques et biologiques de la SEP, comae le 
rapportent Johnson R.T. (Rev. Infect. Dis. 1985; 7, 66- 
67), Narayan O. et Cork L.C. (Rev. Infect. Dis. 1985; 7, 
89-98 ), et Nathanson N. et coll. (Rev. Infect. Dis. 1985; 

10 7, 75-82). L' infection experimentale des moutons par 
inoculation intra-ventriculaire de souches neurovirulentes 
du virus VISNA a permis d'etablir la responsabilite de ce 
virus dans la genese de cette affection demyelinisante du 
mouton. Conune l'expliquent Nathanson N. et coll. (Rev. 

15 Infect. Dis. 1985; 7, 75-82), Hoffman P.M. et Panitch H.S. 
(dans, "Handbook of clinical neurology, 12 : Viral 
diseases" R.R. Mc Kendall, ed. Elsevier science 
Publishing, Amsterdam, 1989, p 453-466), et A* Haase 
(Nature 1986; 322, 130-136), elle diffdre de l'infection 

20 naturelle par ses consequences neuropathologiques 
exacerbees, mais reste proche de la SEP. II est de plus 
notable que, dans l 1 ensemble des travaux effectufes sur ce 
sujet par les auteurs prfecites, notamment, le virus Visna 
est regulidrement retrouv6 dans les cellules de plexus 

25 choroides du cerveau qui constituent un site de latence et 
de replication occasionnelle du provirus Visna; la 
localisation de ces cellules a I 9 interface sang/liquide 
cephalo-rachidien (LCR) explique certainement ce phenomdne, 

De plus , le module du Visna apporte une donnee 

30 supplementaire pour l'approche rfetrovirologicpie de ce type 
de maladie. En effet, il s'avdre que, dans le cadre de 
1' infection naturelle de ces moutons, des coincidences 
epideroiologiques et biologiques ont etfe observfees entre 
d'une part les pathologies du Maedi-Visna et d 1 autre part, 

35 1 • adenomatose ovine pulmonaire ou Jaagsiekte, pathologie 
tumorale provoquee par un autre retrovirus, le JSRV (De 
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Martini J.C. et coll. J.N. CI. 1987; 79, 167-177 / Rosadio 
R.H. et coll. Vet. Pathol. 1988; 25, 58-66 / Dawson M. et 
coll. Br. Vet. J. 1990; 146, 531-537). Le JSRV est un 
retrovirus endogSne, voire la souche exogene associee a 
5 une famille d 1 elements endogenes, dont les proprietes 
infect ieuses et oncogenes ont ete mises en evidence (York 
D. F. et coll. J. Virol. 1992; 66, 4930-4939). Or, il est 
notable que, dans des isolats naturels de moutons affectes 
de maladies attributes soit au retrovirus Maedi-Visna, 

10 soit au retrovirus Jaagsiekte, on retrouve genera lement 
les deux retrovirus (Dawson M. et coll. Br. Vet. J. 1990; 
146, 531-537 / York D.F. et coll. J. Virol. 1991; 65, 
5061-5067). Cette coexpression et/ou coinfection semble 
indiquer un role synergique de ces deux retrovirus dans le 

15 cadre du Maedi (De Martini J.C. et coll. J. N.C.I. 1987; 
79, 167-177). Ainsi, dans certaines techniques de 
purification d 1 isolats naturels sur gradient de saccharose 
on a pu mettre en evidence 1* existence de deux pics de 
sedimentation separes correspondant respect ivement au JSRV 

20 et au retrovirus Maedi-Visna (York D.F. et coll. J. Virol. 
1991; 65, 5061-5067). Ces donn6es permettent d'entrevoir 
la complexity d'une approche analytique visant a 
caracteriser un agent retroviral associe & une maladie 
donn€e, & partir d v isolats naturels dans lesquels peuvent 

25 coexister plusieurs agents pathogenes. 

Recemment, un retrovirus, different des retrovirus 
humains connus a ete isoie chez des patients atteints de 
SEP par H. Perron et coll. (Res. Virol. 1989; 140, 551- 
561/ dans : "Current concepts in multiple sclerosis" 

30 Wietholter et coll., eds. Amsterdam, Elsevier, 1991, p. 
111-116 / The Lancet 1991; 337, 862-863 ). Les auteurs ont 
aussi pu montrer que ce retrovirus pouvait etre transmis 
in vitro, que des patients atteints de SEP produisaient 
des anticorps susceptibles de reconnaitre des proteines 

35 associees a 1* infection des cellules leptomeningees par ce 
retrovirus et que !• expression de ce dernier pouvait etre 
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fortement stimulee par les genes immediats-precoces de 
certains herpesvirus (Perron et coll. Herpes simplex virus 
ICPO and ICP4 immediate-early proteins strongly enhance 
expression of a retrovirus harboured by a leptomeningeal 
5 cell-line from multiple sclerosis . 1993 . J. Gen. Virol. 74; 
65-72) . 

Tous ces resultats plaident en faveur du r61e dans 
la SEP d f au moins un retrovirus inconnu ou d'un virus 
ayant une activite transcriptase inverse detectable selon 
10 la methode publiee par H. Perron et coll. (Res. Virol. 
1989; 140, 551-561) et qualifiee d' activity "RT de type 
LM7". 

Recemment, les travaux de la demanderesse ont 
permis d'obtenir deux lignees continues de cellules 

15 infectSes par des isolats naturels provenant de deux 
patients difffirents atteints de SEP, par un procede de 
culture tel que deer it dans la demande de brevet n° WO 
93/20188. Ces deux lignfees derivfees de cellules de plexus- 
choroldes humains, dSnommees LM7PC et PLI-2 ont 6t6 

20 d£pos6es £ l^E.C.A.C.C. respectivement le 22 juillet 1992 
et le 8 janvier 1993, sous les numeros 92072201 et 
93010817, conformement aux dispositions du trait6 de 
Budapest. Par ailleurs, les isolats viraux possedant une 
activitfe RT de type LM7 ont €galement 6te deposes a 

25 l'E.C.A.C.C. sous la denomination globale de "souches". La 
"souche" ou isolat h6berge par la lignfee PLI-2, d6nonun6e 
POL-2, a 6t6 d6pos6e le 22 juillet 1992 sous le n° 
V92072202.La "souche" ou isolat h6berge par la lignSe 
LM7PC, denommfee MS7PG, et a et6 deposfee le 8 janvier 1993 

30 sous le n° V93010816. 

A partir des cultures et des isolats precites, 
caracterises par des criteres biologiques et 
morphologiques, on s'est ensuite attache a caracteriser le 
materiel nucleique associe aux particules virales 

35 produites dans ces cultures. 
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Ainsi, les objets de 1' invention sont les 

suivants: 

- une association de deux virus associes a la 
sclerose en plaques, a savoir, un premier virus humain, 

5 possedant une activity transcriptase inverse, et associe a 
une famille d' elements retroviraux endogdnes, ou un 
variant du premier virus comprenant au moins un antigdne 
reconnu par au moins un anticorps dirige contre au moins 
un antigene correspondant dudit premier virus, et un 

10 second virus, possedant une activite transcriptase 
inverse, ou un variant dudit second virus, ces deux virus 
etant issus ensemble d'une meme souche virale choisie 
parmi les souches denommees respectivement POL-2, deposee 
le 22.07.1992 aupres de l f ECACC sous le numero d'acces 

15 V92072202 et MS7PG depos6e le 08.01.93 aupres de 1 ' ECACC 
sous le numfero d'acces V93010816, et parmi les souches 
variantes consistant en des virus comprenant au moins un 
antigene qui est reconnu par au moins un anticorps dirig6 
contre au moins un antigdne correspondant de l f un ou 

20 1' autre des virus des souches virales POL-2 et MS7PG 
pr6cit#es; 

- une association de deux virus associes & la 
sclerose en plaques, a savoir, un premier virus humain 
possedant une activity transcriptase inverse, et associS a 

25 une famille d 1 elements retroviraux endogdnes, ou un 
variant du premier virus comprenant au moins un antigdne 
reconnu par au moins un anticorps dirige contre au moins 
un antig&ne correspondant dudit premier virus, et un 
second virus possfedant une activity transcriptase inverse, 

30 ou un variant du second virus, ces deux virus frtant 
produit par une meme lignfee cellulaire choisie parmi les 
souches denommees respectivement PLI-2 deposee le 
22.07.1992 aupres de 1' ECACC sous le num€ro d'accfcs 
92072201 et LM7PC deposee le 08.01.93 auprSs de 1 • ECACC 

35 sous le numero d'acces 93010817, et par toutes cultures 
cellulaires infectees susceptibles de produire un virus 
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comprenant au moins un antigene qui est reconnu par au 
mo ins un anticorps dirige contre au moins un antigene 
correspondant de l'un ou 1' autre des virus produits par 
les lignees PLI-2 et LM7PC precitees; 
5 - une association de deux virus, a savoir un 

premier virus dont le genome comprend une sequence 
nucleotidique presentant au moins 50 % et 

preferentiellement au moins 70 % d'homologie avec la 
sequence nucleotidique SEQ ID N05 ou sa sequence 

10 complementaire, SEQ ID N05 comprenant mises bout a bout, 
SEQ ID N01, SEQ ID N03 et SEQ ID N04; SEQ ID N01, SEQ ID 
N03 et SEQ ID N04 etant decrites respectivement & la 
Fig 1, a la Fig 9 et a la Fig 20, ou un variant dudit 
premier virus dont le genome code pour une sequence 

IS peptidique presentant au moins 50 % et preferentiellement 
au moins 70 % d'homologie avec la sequence peptidique 
codee par la sequence nucleotidique SEQ ID N01, d€crite d 
la Fig 1, ou sa sequence complementaire, et un second 
virus, dont le genome comprend une sequence nucleotidique 

20 presentant au moins 50 % et preferentiellement au moins 
70 % d'homologie avec une sequence nucleotidique choisie 
parmi SEQ ID N02, decrite a la Fig 19, ou sa sequence 
complementaire, ou un variant dudit second virus dont le 
genome code pour une sequence peptidique presentant au 

25 moins 50 %, et preferentiellement au moins 70 % 
d'homologie avec la sequence peptidique codee par la 
sequence nucleotidique SEQ ID N02 ou sa sequence 
complementaire; 

- un procede de detection d'un premier virus, 

30 et/ou d'un second virus, associes & la sclerose en 
plaques, caracterise en ce qu'on met en oeuvre au moins 
deux fragments, un premier fragment dont la sequence 
nucleotidique presente au moins 50 % et de preference au 
moins 70 % d'homologie avec SEQ ID N05 ou sa sequence 

35 complementaire, et/ou un second fragment dont la sequence 
nucleotidique presente au moins 50 % et de preference au 
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moins 70 % d' homologie avec SEQ ID N02 ou sa sequence 
complementaire, chacun desdits fragments etant une sonde 

ou une amorce; 

- une composition diagnostique, prophylactique ou 
5 therapeutique, caractSrisee en ce qu'elle comprend une 

association de 1" invention et un premier fragment 
nucleotidique, et/ou un second fragment nucleotidique, 
tels que definis dans l 1 invention; 

- un procede pour detecter et/ou identifier une 
10 association de virus associes a la sclerose en plaques, 

dans un echantillon biologique, caract^rise en ce qu'on 
expose un ARN et/ou un ADN specif ique a chaque dit virus, 
et/ou leur ARN et/ou ADN complementaire a une association 
d'un premier fragment nucleotidique et d'un second 
15 fragment nucleotidique, tels que definis dans l 1 invention; 

- un procfedfe de detection d'un premier virus, 
et/ou d'un second virus, associSs & la sclerose en 
plaques, caract€ris6 en qu'on met en oeuvre un premier 
peptide code de mani&re partielle ou totale par le premier 

20 fragment nucleotidique d6fini dans 1' invention, et/ou un 
second peptide cod6 de maniere partielle ou totale par le 
deuxieme fragment nucleotidique d6fini dans 1' invention; 

- une composition diagnostique, prophylactique ou 
therapeutique, caracterisee en ce quelle comprend un 

25 premier peptide et/ou un second peptide, dfefinis dans 
1 • invention; 

- une composition diagnostique, prophylactique ou 
th6rapeutique, caractSrisee en ce qu'elle est obtenue par 
preparation d'un premier ligand sp6cifique du premier 

30 peptide, et/ou un second ligand sp6cifique du second 
peptide, et par association du premier ligand et/ou du 
second ligand ; 

- un fragment nucleotidique, caract€ris6 en ce que 
sa sequence nucleotidique presente au moins 50% , et de 

35 preference au moins 70% d 'homologie, avec une sequence 
choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N03, SEQ ID N04, et la 
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sequence SEQ ID N05 comprenant bout a bout SEQ ID N01, SEQ 
ID N03, SEQ ID N04 . 

Avant de detainer 1" invention, differents termes 
5 utilises dans la description et les revendications sont a 
present definis : 

- selon 1' invention, un fragment nucleotidique ou 
un oligonucleotide est un enchainement de monomeres, 
caracterisfe par la sequence inf ormationnelle des acides 

10 nucleiques naturels, susceptibles de s'hybrider a un 
fragment nucleotidique dans des conditions pred6terminees, 
1 'enchainement pouvant contenir des monomeres de 
structures differentes et etre obtenu a partir d'une 
molecule d'acide nucleique naturelle et/ou par 

15 recombinaison genet ique et/ou par synthese chimique, 

- ainsi un monom£re peut etre un nucleotide 
naturel d f acide nucleique dont les elements constitutifs 
sont un sucre, un groupement phosphate et une base azotee; 
dans 1 1 ARN le sucre est le ribose, dans l'ADN le sucre est 

20 le desoxy-2 -ribose; selon qu'il s'agisse de 1 1 ADN ou 
1 'ARN, la base azotee est choisie parmi l 1 adenine, la 
guanine, I'uracile, la cytosine, la thymine; ou un 
nucleotide modifi6 dans I'un au moins des trois elements 
constitutifs; a titre d'exemple, la modification peut 

25 intervenir au niveau des bases, generant des bases 
modifi6es telles que l g inosine, la methyl-5- 
d6soxycytidine, la dfesoxyuridine, la dira6thylamino-5- 
dfisoxyuridine, la diamino-2 , 6-purine, la bromo-5- 
d6soxyuridine et toute autre base modifi6e favorisant 

30 1 'hybridation, au niveau du sucre a savoir le remplacement 
d'au moins un desoxyribose par un polyamide (P.E. Nielsen 
et al, Science, 254, 1497-1500 (1991)), au niveau du 
groupement phosphate par exemple son remplacement par des 
esters notamment choisis parmi les esters de diphosphate, 

35 d^lkyl et arylphosphonate et de phosphorothioate, 



2715937 



10 

- par "sequence inf ormationnelle" , on entend toute 
suite ordonnee de monomeres, dont la nature chimique et 
l f ordre dans un sens de reference constituent une 
information de meme quality que celle des acides 

5 nucleiques naturels, 

- par hybridation, on entend le processus au cours 
duquel, dans des conditions appropriees, deux fragments 
nucleotidiques, ayant des sequences suf f isamment 
complementaires, s'apparient pour former un double brin, 

10 - une sonde est un fragment nucleotidique 

comprenant de 10 a 100 monomSres, avantageusement de 10 a 
50 monomSres, possedant une sp6cificite d ■ hybridation dans 
des conditions determinees pour former un complexe 
d' hybridation avec un fragment nucleotidique ayant une 

15 sequence nucleotidique comprise dans 1 * ARN du virus de 
1' invention, I'ADN obtenu par transcription inverse dudit 
ARN et 1 • ADN dont ledit ARN est le produit de 
transcription; une sonde peut etre utilisee a des fins de 
diagnostic telles que les sondes de capture et/ou de 

20 detection ou a des fins de th6rapie, 

- la sonde de capture peut £tre immobilis&e sur un 
support solide par tout moyen approprie, c'est-a-dire 
directement ou indirectement , par exemple par covalence ou 
adsorption passive, 

25 - la sonde de detection est marquee au moyen d'un 

marqueur choisi panai les isotopes radioactifs, des 
enzymes notamment choisis parmi la peroxydase et la 
phosphatase alcaline et ceux susceptibles d'hydrolyser un 
substrat chromogdne, fluorigSne ou luminescent, des 

30 composes chimiques chromophores, des composfes chromogfenes, 
fluorigenes ou luminescents, des analogues de bases 
nucl&otidiques, et la biotine, 

- les sondes utilisees a des fins de diagnostic de 
1» invention peuvent etre mises en oeuvre dans toutes les 

35 techniques d* hybridation connues et notamment les 
techniques dites "DOT-BLOT" (MANIATIS et al. Molecular 



2715937 



11 

Cloning, Cold Spring Harbor, 1982), "SOUTHERN BLOT" 
(SOUTHERN. E.M., J. Mol. Biol., 98, 503 (1975), "NORTHEN 
BLOT" qui est une technique identique d la technique 
"SOUTHERN BLOT" mais qui utilise de l'ARN comme cible, la 
5 technique SANDWICH (DUNN A.R., HAS S EL J. A. , Cell, 12, 23 
(1977)); avantageusement, on utilise la technique SANDWICH 
dans la presente invention comprenant une sonde de capture 
specif ique et/ou une sonde de detection specif ique, etant 
entendu que la sonde de capture et la sonde de detection 
10 doivent presenter une sequence nucleotidique au raoins 
partiellement differente, 

- une autre application de 1 1 invention est une 
sonde de therapie antisens, ladite sonde etant susceptible 
de s'hybrider in vivo sur l'ARN et/ou sur 1 1 ADN pour 

15 bloquer les phenomenes de traduction et/ou de 
transcription, 

- une amorce est une sonde comprenant de 10 i 30 
monomer es, possedant une specificity d 1 hybridation dans 
des conditions determinees pour 1* initiation d'une 

20 polymerisation enzymatique par exemple dans une technique 
d' amplification telle que la PCR (Polymerase Chain 
Reaction) , dans un procede d 'elongation, tel que le 
s£quengage, dans une m£thode de transcription inverse ou 
analogue, 

25 - l'homologie caracterise le degr£ de similitude 

de deux fragments nucleotidiques compares. 

Etant donne qu'un virus poss&dant une activity 

enzymatique transcriptase inverse peut etre g£netiquement 

caracterise aussi bien sous forme d'ARN que d 1 ADN , il sera 
30 fait mention aussi de l'ADN que de l'ARN viral pour 

caracteriser les sequences relatives a un virus possedant 

une telle activite transcriptase inverse. 

L' invention sera mieux comprise a la lecture de la 

description detaillee qui va suivre faite en reference aux 
35 figures annexees dans lesquelles: 
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- la figure 1, represente la sequence en acides 
nucleiques du clone PSJ17 , (SEQ ID N01) , 

- la figure 2, donne un alignement de la sequence 
nucleique PSJ17 avec celle d'un retrovirus connu ERV9, 

5 - la figure 3, correspond Sl la sequence en acides 

amines de la sequence PSJ17, 

- la figure 4, donne la comparaison des sequences 
proteiques de SPJ17 et ERV9 theorique (selon La Mantia et 
col, (1991) ), 

10 - la figure 5 represente les sequences des 

differents clones MSRV-1B obtenus apres PGR dans la region 
"pol" definie par Shih et col-, 

- la figure 6, represente l'arbre phylogenique des 
sequences MSRV-1B obtenues par PCR dans la region "pol" 

15 definie par Shih et col-, 

- la figure 7, donne la definition d'une trame de 
lecture f onctionnelle pour chaque type de f ami lie de type 
MSRV-1B/"PCR pol", 

- la figure 8, repr6sente, selon Fig 8A, l'ali- 
20 gnement des sequences proteiques deduites des consensus A, 

B, C et D de type MSRV-1B avec des sequences d f origine 
retrovirale, selon Fig 8B l f arbre phylogenique et selon 
Fig 8C, l^omologie par rapport & ERV9, 

- la figure 9 represente les sequences consensus 
25 de type MSRV-1B obtenues a partir d'ARN viral, issu des 

lignees LM7PC et PLI-2, amplifie par PCR dans la region 
"pol", ainsi qu'un consensus g6n€ral comprenant les 
amorces d 1 amplification, et denomm6 SEQ ID N03, 

- la figure 10 est une representation de 
30 l'activite transcriptase inverse (RT) en dpm 

(desintegration par minute) dans les fractions de 
saccharose preievees sur un gradient de purification des 
virions produits par les lymphocytes B en culture d'un 
patient atteint de SEP. 
35 - la figure 11 donne dans les memes conditions 

qu'a la figure 10 le dosage de l f activite transcriptase 
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inverse dans la culture d'une lignee B obtenue a partir 
d'un temoin exempt de sclerose en plagues , 

- la figure 12 represente, selon Fig 12A, les 
sequences consensus et majoritaires de type MSRV-1B 
5 obtenues a partir des lymphocytes B d'un patient atteint 
de SEP, avec 

* MAJ correspondant a la sequence majoritaire dans 
laquelle les bases conservees dans tous les cas 
sont representees par ATGC, les bases majoritaires 

10 sont representees par atgc et les bases deletees 

par rapport au consensus sont representees par 

* VAR correspondant a la sequence majoritaire 
(variation) dans laquelle les bases conservees par 
rapport au consensus sont representees par . , les 

IS bases minor ita ires sont representees par atgc et 

les bases del&tees par rapport au consensus sont 
representees par - et 

* MIN correspondant aux sequences minor itaires 
(exception) dans lesquelles les bases conservees 

20 par rapport a la sequence majoritaire sont 

representees par . et les bases d€l€t&es par 
rapport au consensus par 
ainsi que, selon Fig 12B, la traduction de la sequence 
majoritaire, avec 
25 an: acides nuclfeiques: 

- en gras, caractdres de petites tailles: les sites 
de restriction des amorces 

- en gras, caracteres majuscules, extremity 3* des 
amorces 

30 - en souligne, la sequence nucleique majoritaire 

codante 
prot; sequence protfeique: 

- en souligne: acides amines codes par les amorces 
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- la figure 13 represents la sequence de type 
MSRV-2A obtenue a partir des cultures LM7 selon le 

protocole priginal de Shih et col., 

la figure 14, represente 1 ' alignement d'une 
5 sequence proteique MSRV-2A obtenue a partir de la culture 
LM7 avec des sequences proteiques retrovirales connues; 
les acides amines conserves entre le produit 
d' amplification (Trad pol SHIH) et certains retrovirus 
sont soulignes dans 1 'alignement. Cette sequence est tres 
10 eloignee de tous les retrovirus connus a ce jour, en 
particulier de HTLV, notamment par la presence d'une 
deletion dans la region 5', 

- la figure 15, donne un exemple d'une sequence 
consensus pour les sequences de type MSRV-2B, 

15 - la figure 16 represente la definition d'une 

sequence consensus de type MSRV-2B selon Fig 16A, une 
definition d'une trame de lecture f onctionnelle selon 
Fig 16B, une repetition de 1' amorce 3' selon Fig 16C et 
une sequence comprise entre VliPQG et YVDD selon Fig 16D, 

20 - la figure 17, represente 1 'alignement d'une 

sequence proteique MSRV-2B (avec 1 ou 2 amorces 3') avec 
des sequences proteiques retrovirales connues; les acides 
amines conserves (lere ligne) entre le consensus MSRV-2B 
et certains retrovirus sont soulignes dans 1 'alignement. 

25 Cette sequence est trds 61oign6e de tous les retrovirus 
connus a ce jour, en particulier de HTLV, notamment par la 
presence d'une deletion dans la region 5' et d'un site 
act if YVDD et non YMDD, 

- la figure 18, represente les sequences consensus 
30 et majoritaires de MSRV-2B obtenues a partir des 

lymphocytes B d'un patient atteint de SEP, selon Fig 18A, 

* MAJ correspondant a la sequence majoritaire dans 
laquelle les bases conservees dans tous les cas 
sont representees par ATGC, les bases majoritaires 
35 sont representees par atgc, et 
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* VAR correspondant a la sequence majoritaire 
(variation) dans laquelle les bases minoritaires 
sont representees par atgc 

ainsi que, la traduction de la sequence majoritaire, selon 
5 Fig 18B, dans laquelle la legende est la suivante : 
an: acides nucleiaues: 

* en gras, caract&res de petites tailles: les sites 
de restriction des amorces 

* en gras, caracteres majuscules, extremite 3* des 
10 amorces 

* en souligne, la sequence nucleique majoritaire 
codante 

prot: sequence proteique: 

* en souligne: acides amines codes par les amorces 

IS - la figure 19, donne une analyse comparee des 

sequences nucleiques (Fig 19A) et proteiques (Fig 19B) de 
type MSRV-2 obtenues a partir des cultures LM7, LM7PC et 
PLI-2 et des lymphocytes B d'un patient atteint de SEP, 
selon le protocole original ou modifi& de Shih et Col w la 

20 sequence consensus etant denomm€e SEQ ID N02, et avec 
LigT4 correspondant S une sequence obtenue a partir des 
lignees, selon le protocole modifife, LBpatDuT4 
correspondant a une sequence obtenue a partir de patient, 
selon le protocole modifie et polSHIH correspondant a une 

25 sequence obtenue a partir des lignees, selon le protocole 
original, 

- la figure 20, represente l'alignement du 
consensus MSRV-1B, avec le produit de PCR "nichfee" M003- 
P004, tel que d^fini dans l'exemple 8, et le clone PSJ17 
30 (MSRV-1A) avec la legende suivante : 

* en souligne: 

amorce M003-BCD telle que decrite dans l'exemple 8 
amorce P004-BCD telle que d6crite dans l'exemple 8 

* en gras: 

35 sequence intermedia ire entre PSJ17 et MSVR-1B 
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et montre que les sequences MSRV-1A et B 
appartiennent a la meme f ami lie virale et 
vraisemblablement a la meme souche virale et constituent 
deux parties differentes d'un m§me genome viral, elle 
5 represente en outre la sequence intermediaire PSJ17 et 
MSRV1-B, denommee SEQ ID N04 . 

EXEMPLE 1: OBTENTION D'UN CLONE PSJ17, DEFINISSANT 
UNE FAMILLE MSRV-1A, PAR REACTION DE TRANSCRIPTASE INVERSE 
10 ENDOGENE SUR UNE PREPARATION DE VIRION ISSUE DE LA LIGNEE 
PLI-2- 

Cette approche vise a obtenir des sequences d'ADN 
retrotranscrites a partir de l'ARN suppose retroviral dans 
1 ■ isolat en utilisant 1 "activite transcriptase inverse 

15 presente dans ce meme isolat. Cette activity transcriptase 
inverse ne peut th£oriquement fonctionner qu'en presence 
d'un ARN retroviral, lie a un ARNt amorce ou hy bride d des 
brins courts d 1 ADN deja r^tro-transcrits dans les 
particules retrovirales (Lori F. et coll- J. Virol. 1992; 

20 66,5067-5074). Ainsi ^obtention de sequences retrovirales 
specifiques dans un materiel containing par des acides 
nucleiques cellulaires, etait optimisee grace & 
1 •amplification enzymatique specif ique des portions d 1 ARN 
viraux par une activite transcriptase inverse virale. Les 

25 auteurs ont, pour cela, determine les conditions physico- 
chimiques particulieres dans lesquelles cette activite 
enzymatique de transcription inverse sur des ARN contenus 
dans des virions pouvait etre effective in vitro; ceux-ci 
correspondent £ la description technique des protocoles 

30 presentes ci-dessous (reaction de RT endog&ne, 
purification, clonage et sequengage) . 

L 1 approche moleculaire a consiste S utiliser une 
preparation de virion concentre, mais non purifi6, obtenu 
a partir des surnageants de culture de la lignee PLI-2 

35 prepare selon la methode suivante: les surnageants de 
cultures sont collectes deux fois par semaine, pre- 
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centrifuges a 10 0 00 tpm pendant 3 0 minutes pour elirainer 
les debris cellulaires, et ensuite congeles a -80°C ou 
utilises tels que pour les etapes suivantes. Les 
surnageants frais ou decongeles sont centrifuges sur un 
5 coussin de PBS-glycerol 30% a 100 OOOg (ou 30 000 tpm dans 
un rotor LKB-HITACHI de type 4 5 T) pendant 2h a 4°C. Apres 
elimination du surnageant, le culot sedimente est repris 
dans un petit volume de PBS et constitue la fraction de 
virions concentres, mais non purifies. Cet Schantillon 

10 viral concentre mais non purifie a ete utilise pour 
effectuer une reaction dite de transcription inverse 
endogene, telle que decrite ci-apr6s: un volume de 200/il 
de virions purifies selon le protocole decrit ci-dessus et 
contenant une activite transcriptase inverse d' environ 1-5 

15 millions de DPM est decongele a 37 °C jusqu'd apparition 
d'une phase liquide, puis place sur de la glace. Un tampon 
5 fois concentre a ete preparfi avec les composants 
suivants: Tris-HCl pH 8.2, 500 mM; NaCl 7 5 mM; MgC12 2 5 
mM; DTT 75 mM et NP 40 0.10 %. 100 fil de tampon 5X + 25 /il 

20 d'une solution de dATP lOOmM + 25 pi d'une solution de 
dTTP 100mM+ 25 /il d'une solution de dGTP lOOmM + 25 pi 
d'une solution de dCTP lOOmM + 100 pi d'eau distillee 
sterile + 200 /xl de la suspension de virions (activity 
T.I. de 5 million de DPM) dans le PBS ont 6t6 m€lang6s et 

25 incubes a 42 °C pendant 3 heures. Apr&s cette incubation le 
melange reactionnel est directement melange avec un 
me 1 ange tamponne pheno 1 / ch lor of orme / a lcoo 1 isoamy 1 ique 
(Sigma ref. P 3803) , la phase aqueuse est collectfee et un 
volume d'eau distill6e sterile est ajoutfe a la phase 

30 organique pour rfe-extraire le materiel nucleique residuel. 
Les phases aqueuses collectges sont regroup£es et les 
acides nucleiques contenus sont precipit6s par addition 
d' acetate de sodium 3M pH 5,2 au 1/10 de volume + 2 
volumes d'ethanol + 1/il de glycogSne (Boehringer-Mannheim 

35 ref. 901 393) et mise a -20°C de 1 ' echantillon pendant 4h 
ou la nuit a +4°C. Le precipite obtenu apres 
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centrif ugation est ensuite lave avec de l'ethanol a 70% et 
resuspendu dans 60 ml d'eau distillee. Les produits de 
cette reaction ont ensuite ete purifies, clones et 
sequences selon le protocole decrit ci-aprds: des ADN 
5 bouts francs avec des adenines non-appariees aux 
extremites ont ete generes: une reaction de "remplissage" 
a d'abord ete effectuee: 25 m! de la solution d * ADN 
precedemment purifiee ont ete melanges avec: 2m1 d'une 
solution 2,5 mH contenant, en quantite equimolaire, dATP + 

10 dGTP + dTTP + dCTP / 1 Ml d 'ADN polymerase T4 (Boehringer- 
Mannheim ref. 1004 786) / 5 m! de 10X "incubation buffer 
for restriction enzyme" (Boehringer-Mannheim ref • 1417 
975) / 1 Ml d'une solution a 1% de serum-albumine bovine / 
16 Ml d'eau distillee sterile. Ce melange a ete incube 20 

15 minutes a 11°C. 50m1 de tampon TE et 1m1 de glycogSne 
(Boehringer-Mannheim ref. 901 393) y ont et€ ajoutes avant 
extraction des acides nucl^iques avec du 

phSnol/chloroforme/alcool isoamylique (Sigma ref. P 3803), 
et precipitation a 1 'acetate de sodium comme decrit 

20 precfedemment . L 1 ADN pr€cipit6 apr&s centrif ugation est 
resuspendu dans 10 m! tampon 10 mM Tris pH 7.5. Puis, 
5m1 de cette suspension ont ete melanges avec 2 0m1 de 
tampon Taq 5X , 20 Ml de 5mM dATP, 1m1 (5U) de Taq ADN 
polymerase (Amplitaq™) et 54 m! d'eau distillee sterile. 

25 Ce melange est incube 2 h Sl 75°C avec un film d'huile a 
la surface de la solution. L' ADN en suspension dans la 
solution aqueuse prelevee en dessous du film d'huile aprfes 
incubation est pr6cipite comme dfecrit prec6demment et 
resuspendu dans 2 Ml d'eau distillee sterile. L 1 ADN obtenu 

30 a ete insere dans un plasmide a 1'aide du kit TA 
Cloning™. Les 2m1 de solution d 1 ADN ont ete melanges avec 
5m1 d'eau distillSe sterile, 1m1 d'un tampon de ligation 
10 fois concentre "10X LIGATION BUFFER", 2m1 de "pCR™ 
VECTOR" (25 ng/ml) et ImI de "TA DNA LIGASE". Ce melange a 

35 ete incube une nuit a 12 °C. Les etapes suivantes ont ete 
realisees conformement aux instructions du kit TA Cloning® 
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(British Biotechnology) . A la f in de la procedure, les 
colonies blanches de bacteries recombinantes (white) ont 
ete repiquees pour etre cultivees et permettre 
1' extraction des plasmides incorpores selon la procedure 
5 dite de "miniprep" (Sambrook J., Fritsch E.F., et Maniatis 
T., Molecular cloning, a laboratory manual. Cold spring 
harbor laboratory press, 1989) . La preparation de plasmide 
de chaque colonie recombinante a et6 coupee par une enzyme 
de restriction appropriee et analysee sur gel d 1 agarose. 

10 Les plasmides possedant un insert detecte sous lumiere UV 
apres marquage du gel au bromure d'ethidium, ont ete 
selectionne pour le sequen<?age de l f insert, apres 
hybridation avec une amorce complementaire du promoteur 
Sp6 present sur le plasmide de clonage du TA cloning kit. 

15 La reaction pr^alable au s^quengage a ensuite 6t6 
effectuee selon la methode preconisee pour 1 • utilisation 
du kit de sequen<?age "Prism ready reaction kit dye 
deoxy terminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, 
ref. 401384) et le s^quengage automatique a et6 realise 

20 avec l'appareil "automatic sequencer, modele 373 A Applied 
Biosystems selon les instructions du fabricant. 

L 1 analyse discriminante sur les banques de donn€es 
inf ormatiques des sequences donees a partir des fragments 
d 1 ADN presents dans le melange reactionnel a permis de 

25 mettre en fevidence trois categories de sequences: la 
premiere correspondait a des sequences totalement 
inconnues dans les banques de donnees et sans aucune 
parentee avec des genes decrits. La seconde, correspondait 
a des sequences totalement homologues a des portions de 

30 genes cellulaires connus. La troisieme correspondait & des 
sequences presentant des homologies part iel les plus ou 
moins importantes avec des sequences connues de retrovirus 
ou d' elements genet iques retrotransposables comme les 
retroposons ou retrotransposons . 

35 L'origine des sequences de la premiere categorie 

est difficile a definir alors que pour la seconde, elle 
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s'explique par la presence attendue de fragments d'ADN 
cellulaire contaminant la fraction d'acides nucleiques 
extrait de 1 ■ echantillon viral concentre mais non-purifie, 
apres incubation dans les conditions requises pour la 
5 reaction de transcription inverse endogene sus-mentionnee . 

L'origine des sequences de la troisieme categorie 
est manif estement retroviral ou de type retroviral. II est 
connu que des sequences retrovirales endogenes apparentees 
a un retrovirus replicatif, ou co-exprimees dans une roeme 
10 cellule infectee, peuvent etre encapsidees dans les virions 

generes par une souche rfetrovirale donn§e (Linial M.L. and Miller 
A.D. dans "Current topics in microbiology and 
immunobiology . Retroviruses, strategies of replication" 
vol. 157, p. 125-152; Swanstrom R. et Vogt P.K. editeurs, 

15 Springer-Verlag, Heidelberg 1990) et la presence de 
certaines sequences de type retroviral peut s^xpliquer 
par ce phenomene. 

Cependant, parmi les sequences de cette catSgorie, 
une sequence a ete retrouvfee le plus f requemment et s'est 

20 avdree repr^senter la majorite des clones obtenus dans ces 
conditions a partir de l f isolat viral "POL-2" issu de la 
culture de la lignee PLI-2 entre le quarantine et le 
soixantiSme passage en culture apres etablissement de la 
lignee continue selon le principe demerit dans le brevet 

25 n°WO-93/20188 au nom de la Demanderesse. Le clone 
correspondant PSJ17 a ete enti%rement sequence et la 
sequence obtenue, presentee dans la figure 1, a 6t6 
analysee a I'aide du logiciel "Geneworks®" sur les banques 
de donnfees actualisees "Genebank®" . L 1 analyse des banques 

30 de donn^es n'a pas permis de trouver de sequence identique 
d6ja decrite. Seule une homologie partielle a pu etre 
retrouvee avec certains elements retroviraux connus. 
L 1 homologie relative la plus interessante concerne un 
retrovirus endogene denomme ERV-9, ou HSERV-9, selon les 

35 references (La Mantia et coll. Nucleic Acids Research 
1991;19, 1513-1520) . Ainsi la sequence du clone PSJ17 a pu 
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lire localisee Jans la region pol codanl pour la 
transcriptase inverse d'un retrovirus, ou encore d f un 
virus possedant une enzyme avec une activite transcriptase 
inverse, par alignement avec la sequence decrite pour 

5 HSERV-9, tel que cela est presente presente dans la figure 
2. La traduction en acides amines du clone PSJ17 est 
presentee dans la figure 3, et la comparaison avec cette 
sequence proteique et la sequence proteique theorique de 
ERV9 telle que decrite par La Mantia et col est presentee 

10 dans la figure 4. 



EXEMPLE 2: OBTENTION DE CLONES AP PARENT ES A PSJ17, 
DEFINISSANT UNE FAMILLE MSRV-1A, PAR AMPLIFICATION 
ENZYMATIQUE (RT-PCR) SUR UNE PREPARATION DE VIRION ISSUE 
IS DE LA LIGNEE PLI-2 . 



Des amorces nucl&iques, PSJ17A et PSJ17B, ont et€ 
definies dans la sequence du clone PSJ17 et ont 6t6 
utilisees pour rechercher la presence de 1 • ARN et/ou de 
20 1 1 ADN correspondant & un virus contenant cette sequence, 
dans differents echantillons biologiques. Celles-ci sont 
definies ci-apr&s: 

Sequence amorce sens PSJ17 A : AAATTTCCTCACTACCTG 
Sequence amorce antisens PSJ17 B : GGGTTTAAGAGTTGCACA 

25 

Les reactions de PCR ont et& faites dans un volume 
total de 100 pi, contenant 200ng d 1 ADN , 33 /xmole de chaque 
primer, 0.2 5mM de chaque dNTP r 10/il tampon 10X (10 fois 
concentre) et 2,5 /il d'enzyme Tag. Les cycles 

30 d f amplification sont realises comme suit: dSnaturation 
95°C/5 minutes, hybridation des amorces 50°C a 55°C/2 
minutes, extension 72°C/2,5 minutes, puis pendant 33 
cycles, 95°C/2minutes, 50°C a 55°C/2 minutes, 72°C/2,5 
minutes, et enfin 95°C/2minutes, 50°C a 55°C/2 minutes et 

35 72°C/7 minutes. 
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J I ' i J J 

Les reactions de RT-PCR, selon un un procede 
d* amplification d 1 ARN tel que deer it dans la demande de 
brevet n° EP 0 569 272 Al, ont ete faites dans un volume 
total de 100 /il, contenant 200ng d 1 ARN, 1 Ml de RNA Guard, 
5 3 3 /imole de chaque primer, 0.25mM de chaque dNTP, 10/il de 
tampon 10X, 2,5 U d 1 enzyme Tag. et 0,4 /xl d* enzyme RT 
(lOu) sont aussi ajoutes aux echantillons . Les cycles 
d 1 amplification sont realises comme suit: denaturation de 
l^RN 65°C/10 minutes, synthase de l'ADNc 50°C/8 minutes 

10 puis les cycles sont identiques a ceux de la PCR decrite 
ci-dessus. Des reactions de controle ont ete effectuees de 
maniere a controler l f absence de contaminants (reaction 
sur de l'eau). Les produits ont ete analyses sur gel 
d'acrylamide 10%. 

15 Une des proprietes de la polymerase Taq consistant 

a ajouter une adenine a l'extemite 3 • de chacun des deux 
brins d'ADN, les produits issus de la PCR et de la RT-PCR 
ont et6 purifies selon le procede decrit dans 1'exemple 1 
puis directement clones a I 1 aide du kit TA Cloning* 

20 (British Biotechnology) , puis sequences selon le protocole 
decrit dans I'exemple 1. 

Le materiel biologique utilise consiste en virion 
purifie a partir de I'isolat "POL-2" (ECACC n° V92072202) 
selon la procedure decrite ci-apres: les surnageants de 

25 cultures sont collectes deux fois par semaine, pr6- 
centrifuges 3 10 000 tpm pendant 30 minutes pour eliminer 
les debris cellulaires, et ensuite congeles k -80°C ou 
utilises tels que pour les etapes suivantes. Les 
surnageants frais ou decongel6s sont centrifuges sur un 

30 coussin de PBS-glycerol 30% a 100 OOOg (ou 30 000 tpm dans 
un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) pendant 2h & 4°C. Aprds 
elimination du surnageant, le culot sediments est repris 
dans un petit volume de PBS et constitue la fraction de 
virions concentres, mais non purifies, Le virus concentre 

35 est ensuite depose sur un gradient de sucrose dans un 
tampon PBS sterile (15 a 50* poids/poids) et 
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ul tracentrifuge a 35 000 tpm (100 OOOg) pendant 12 h a 
+4°C dans un rotor a godets. 10 fractions sont recueillies 
et 2 0/xl sont preleves dans chaque fraction apres 
homogeneisation pour y doser I'activite transcriptase 
5 inverse selon la technique decrite par H. Perron et coll. 
(Res. Virol. 1989; 140, 551-561). Les fractions contenant 
le pic d 1 activity RT de type LM7 sont ensuite diluees dans 
du tampon PBS sterile et ultracentrif ugees une heure & 
35 000 tpm (1000 000 g) pour sedimenter les particules 

10 virales. Le culot de virions purifies ainsi obtenu est 
alors repris dans un petit volume d'un tampon adequat pour 
1 1 utilisation ulterieure qui en sera faite (Ex. Tampon 
Guanidium Thiocyanate pour 1' extraction des ARN; PBS 
sterile pour le stockage a -80 °C) . 

15 Notamment, un procede d 1 amplification d'ARN tel 

que d6crit dans la demande de brevet n° EP 0 569 272 Al, 
utilise sur de 1 1 ARN purifie, utilisant des amorces 
telles que decrites ci-dessus, a perm is d f amplifier du 
materiel nucleique sur une fraction de virion purifie sur 

20 gradient de saccharose selon la methode decrite ci-dessus 
a partir de l'isolat "POL-2" (ECACC n° V92072202) . Ce 
materiel nuclfeique une fois clon6 et sequence selon les 
techniques decrites dans l'exemple 1, s'est revele etre, 
dans ces virions purififes, le n§me materiel genet ique que 

25 celui du clone PS J 17 obtenu & partir de 1 'echantillon de 
virions concentres ma is non-purifi6s contenus dans un 
isolat "POL-2 M . Une reaction PCR avec les memes amorces 
sur le meme materiel, mais sans €tape de synthase d'un - - 
ADNc a partir de 1 "ARN present dans le raatferiel nucl&ique 

30 de 1 'echantillon analyse, n'a permis aucune amplification 
de materiel nucl6ique. Ces resultats indiquent clairement 
que la sequence du clone PSJ17 est presente sous forme 
d 1 ARN et pas d • ADN , dans les fractions contenant le pic 
d'activite transcriptase inverse de type LM7, apres 

35 purification sur gradient de saccharose. Ces resultats 
sont compatibles avec la presence de particules virales 
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contenant un ARN genomique incluant la sequence du clone 
PSJ17 et une enzyme transcriptase inverse, liees a la 
presence d'un retrovirus non caract6rise par ses sequences 
specif iques jusqu'alors, dans les fractions purififees de 
5 virions produits par la lignee PLI-2. 

Par ailleurs, la reaction RT-PCR sus-mentionnee 
(demande de brevet EP 0 569 272 Al) a ete appliqufee sur 
des echantillons biologiques, issus de patients temoins 
exempts de SEP, obtenus dans des conditions ident iques 

10 aux fractions de gradient de sacchorose sus-mentionnees, a 
la difference pres qu'aucune activite transcriptase 
inverse specif ique de type "LM7" n'y a ete de tec tee* Les 
fractions de meme density en saccharose que les pics 
d 1 activite transcriptase inverse repertories (environ 

15 1.17g/ml) ont ainsi ete utilisees. Dans ces echantillons 
provenant respectivement d'une culture de cellules 
leptomening€es de patiente atteinte de maladie de 
Strumpell-Lorrain, d'une culture de plexus choroldes d'une 
patiente dec£d£e d v accident vasculaire cerebral, d'une 

20 lign6e de lymphocytes B (lign6e lymphoblastoide spontan€e) 
d'un patient atteint de maladie genetique non precisee, 
tous 6tant exempts de SEP, cette reaction RT-PCR avec les 
amorces contenues dans la region W PSJ17 M n*a pas permis 
d* amplifier de materiel nucleique ou, quand une 

25 amplification a ete visualisee dans un cas, le materiel 
amplifie s'est revele n* avoir aucun rapport avec la 
sequence "PS J 17" (homologie partielle des amorces avec des 
gdnes cellulaires) . Ainsi, dans ces echantillons issus de 
tfemoins non-SEP et provenant de fractions de saccharose 

30 homologues a celles qui contiennent des particules virales 
associees a une activite transcriptase inverse dans les 
echantillons "POL-2 /PLI-2" et "MS7PG/LM7PC" provenant de 
SEP, cette sequence rfetrovirale n'a pas et6 retrouvSe 
associee k de 1 ' ARN, Ces resultats sont compatibles avec 

35 !• absence de production de particules retrovirales 
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conlenanl la seance 1 clone HI Mi !! jl 

culture de cellules provenant de patients exempts de SEP. 

Par contre ces sequences ont pu etre detectees par 
cette meme technique PCR, telle que decrite ci-avant, dans 
5 des echantillons biologiques tels que des cellules 
humaines diverses, des serums obtenus aprds formation du 
caillot sanguin, des liquides cephalo-rachidiens obtenus 
par ponction lombaire et pouvant contenir des debris 
cellulaires, oil de l'ADN humain etait present. Cela, chez 

10 des patients atteints de SEP, mais aussi chez des patients 
temoins et des temoins sains. Une etude en southern-blot 
avec le clone PSJ17 utilise comroe sonde, a confirme que la 
sequence du clone PSJ17 etait apparentee a une famille de 
retrovirus endogenes presents dans le genome humain. Etant 

15 donn6e la relative homologie avec le retrovirus endog&ne 
ERV-9, il se peut que le retrovirus contenant la sequence 
PSJ17 soit un roembre d'une famille de retrovirus endogenes 
apparent^ a ERV-9, ou d'une nouvelle famille de retrovirus 
endogenes proches d* ERV-9 , ou encore, une souche exogene & 

20 laquelle la famille endogdne ERV-9 serait apparentee, dans 
la mesure oil aucune homologie avec un retrovirus exogdne 
connu n f a et6 identifiee pour ERV-9, contra irement a 
toutes les sequences retrovirales endogenes humaines 
caracterisees Sl ce jour, tel que cela apparalt dans le 

25 tableau 1. 

Ces resultats sont done compatibles avec une 
expression d'ARN issu d'une famille de retrovirus 
endogenes que la demanderesse a denomme MSRV-1A, ay ant une 
homologie relative avec ERV-9, mais contenant un consensus 

30 de sequences nucl6iques avec le clone de reference PSJ17. 
Ce virus MSRV-1A peut etre exprime de mani£re diff6rente 
entre les patients atteints de SEP et les personnes 
exemptes de SEP, par tout type de cellules susceptible 
d'exprimer ce retrovirus. Ces resultats sont aussi 

35 compatibles avec la presence d'un retrovirus exogene MSRV- 
1A, ayant une homologie relative avec ERV-9, mais 
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conLenanl un consensus Je sequences nucleiques avec le 
clone de reference PSJ17 , heberge et exprime par certaines 
cellules infectees chez les patients atteints de SEP et 
pas chez les temoins sains ou exempts de SEP. 
5 La sequence obtenue dans le clone PSJ17 et sus- 

decrite, sera le mieux utilisee pour la detection stricte 
d'ARN specif iquement exprime chez les patients atteints de 
SEP et, consequemment , de peptides ou proteines contenant 
la sequence d'acides amines codee par cette sequence ARN 

10 ou un consensus apparente a cette derniere et provenant 
d'un variant MSRV-1A. De meme 1 1 utilisation de ces 
sequences peptidiques est consequemment envisageable pour 
obtenir des antigdnes qui permettront de detecter la r£ponse 
immunitaire a ces motifs antig&niques exprimes in vivo 

IS chez les patients atteints de SEP, dans la mesure od les 
ARN correspondants sont exprimes in vivo et permettent la 
synthese proteique correspondante, de maniere originale 
dans la SEP ou tout autre pathologie individual isee et 
trouvee associee a ce meme phenomdne d' expression 

20 retrovirale* 

EXEMPLE 3: OBTENTION DE CLONES , DEFINISSAMT UKE 
FAMILLE MSRV-1B, PAR AMPLIFICATION PCR "NICHEE" DES 
REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS SUR DES PREPARATIONS 
25 DE VIRIONS ISSUES DES LI6NEES LM7 ET PLI-2. 



Une technique PCR d6riv6e de la technique publi6e 
par Shih et coll. a ete utilisSe. Cette technique permet, 
par traitement de tous les composants du milieu 

30 react ionnel par la DNase, d"61iminer toute trace d'ADN 
contaminant* Elle permet parall&lement , par 1 • utilisation 
d* amorces differentes ma is chevauchantes dans deux series 
successives de cycles d 1 amplifications PCR, d' augment er 
les chances d 1 amplifier un ADNc resultant d'une quantite 

35 d'ARN faible au depart et encore reduite dans 
1 • echantillon par 1* act ion parasite de la ONAse sur 1 1 ARN; 
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ce, d'autant plus la DNase est utilisee dans des 
conditions d f activite en exces qui permettent d'eliminer 
toute trace d 1 ADN contaminant avant inactivation de cette 
enzyme restant dans 1 1 echantillon par chauffage ak 85°C 
5 pendant 10 minutes. Cette variante de la technique PCR 
decrite par Shih et coll, a ete utilisee sur des fractions 
de virions, purifies comme precedemment pour les 
surnageants congeles des cultures LM7, issus cette fois de 
lignee lymphoblastoide B spontanee provenant d ! un nouveau 

10 cas de SEP, de la culture PLI-2 (ECACC n° 92072201) et de 
la culture LM7PC (ECACC n°93010817) , ces deux dernidres 
cultures ayant ete obtenues selon les methodes ayant fait 
l'objet du brevet n° WO 93/20188. 

Apres clonage avec le TA cloning kit* des produits 

15 amplifies par cette technique et analyse de la sequence a 
l'aide du sequenceur automatique selon ce qui est decrit 
dans les exemples 1 et 2, les sequences ont 6t6 analyses 
d l*aide du logiciel Geneworks*, sur la derniere version 
(n° 79, novembre 93) a ce jour de la banque de donnees 

20 Genebank® . 

Cette technique a d'abord et6 appliquee a deux 
fractions de virions purifi&s comme decrit dans l'exemple 
2 sur saccharose & partir de l ( isolat "POL-2 w produit par 
la lignee PLI-2 d'une part, et & partir de l f isolat MS7PG 

25 produit par la lignee LM7PC d 1 autre part. Les sequences 
donees et s&quencees & partir de ces deux echantillons 
correspondent & quatre categories. Une premiere categorie 
de sequence, correspond £ des sequences amplifiees a 
partir de matferiel nucl&ique retroviral contaminant la 

30 transcriptase inverse du MoMuLV utilisee pour l'6tape de 
synthase de 1 'ADN complementaire, ainsi que cela a d£ja 
et6 signale pr 6c6demment . La deuxidme categorie, retrouvee 
dans la majorite des clones (55% des clones issus des 
isolats POL- 2 des culture PLI-2, et, 67% des clones issus 

35 des isolats MS7PG des cultures LM7PC) correspond a une 
famille de sequences "pol" proches mais differentes du 
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retrovirus endogene humain denomme ERV-9 ou HSERV-9. La 
troisieme categorie correspond a des sequences tres 
fortement homologues a la sequence attribute a un virus 
nomine par la demanderesse MSRV-2B et decrit dans les 
5 exemples 6 et 7. La quatrieme categorie correspond a 
diverses sequences trouvees generalement en un exemplaire, 
ainsi qu'une de type retroviral endogene, cependant jamais 
retrouvees par d'autres approches ou dans d'autres 
echantillons provenant de culture exprimant une activity 

10 transcriptase inverse de type LM7 . 

La deuxieme categorie de sequences representant la 
majorite des clones est constitute de sequences dont la 
variability permet de definir quatre sous-families de 
sequences. Ces sous-families sont suffisamment proches 

15 entre elles pour qu'on puisse les considerer comme des 
quasi-esp£ces provenant d'un meme retrovirus, tel que cela 
est bien connu pour le retrovirus HIV-l par exemple 
(Meyerhans et al.. Cell 1989; 58, 901-910), ou comme le 
r£sultat de 1' expression de plusieurs provirus endogdnes 

20 co-regules dans les cellules productrices, 

puisqu • appar tenant a la meme famille de retrovirus 
endogdne et done sensibles aux memes signaux de regulation 
g^n^res eventuellement par le provirus replicatif (Linial 
M.L. and Miller A.D. dans "Current topics in microbiology 

25 and immunobiology . Retroviruses, strategies of 
replication" vol. 157, p. 125-152; Swanstrom R. et Vogt 
P.K. editeurs, Springer-Verlag, Heidelberg 1990). Cette 
nouvelle famille de retrovirus endogdnes ou, 
alternativement , cette nouvelle espdee retrovirale dont 

30 nous avons obtenu en culture la generation de quasi- 
especes, et qui contient un consensus des sequences d6crites 
Sl la suite est denommee MSRV-1B par la demanderesse. 

Dans la figure 5 sont presentees les sequences des 
differents clones MSRV-1B sequences lors de cette 

35 experience. Ces sequences presentent une homologie en 
acides nucleiques allant de 70% S 88% avec la sequence 
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HSERV9 referencee X57147 et M37638 dans la base de donnees 
Genebank. L'arbre phylogenetique de ces sequences est 
presente dans la figure 6. Dans cette figure, les sous- 
families A, B, CD representent les sequences qui ont et6 
5 retrouvees de maniere preponderante dans des experiences 
similaires repetees ulterieurement , dans les echantillons 
d'ARN pur de virions purifies avec les isolats MS7PG et: 
POL-2. A partir de ces families de sequences, quatre 
sequences nucleiques "consensus 11 representatives de 

10 differentes quasi-especes d f un retrovirus MSRV-1B 
eventuellement exogene ou de differentes sous-families 
d'un retrovirus endogene MSRV-1B, ont ete dfefinies- Ces 
consensus representatif s sont presentes dans la figure 7, 
avec la traduction en acides amines* Une trame de lecture 

15 fonctionelle existe pour chaque sous-famille de ces 
sequences MSRV-1B et l'on peut voir que la trame de 
lecture ouverte f onctionnelle correspond a chaque fois a 
la sequence acides amines venant en deuxieme ligne sous la 
sequence acide nucleiques. Un alignement des consensus 

20 A,B,C,D et d'un consensus general traduits en proteine 
avec les sequences de retrovirus connus est presents dans 
la figure 8. Le consensus general de la sequence MSRV-1B 
obtenue par cette technique PCR dans la region "pol" est 
presents dans la figure 9. 

25 

EXEMPLE 4: OBTEKTI0N DE CLONES , DEFINXSSANT UNE 
FAMILLE MSRV-XB, PAR AMPLIFICATION PCR 9I NICHEE VI DES 
REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS SUR DES PREPARATIONS 
DE LYMPHOCYTES B D 9 UN NOUVEAU CAS DE SEP. 

30 

La mime technique PCR modififee d'aprSs la 
technique de Shih et coll. a ete utilisee pour amplifier 
et sequencer le materiel nuclSique ARN present dans une 
fraction de virions purifies au pic d 1 activity 
35 transcriptase inverse "de type LM7 M sur gradient de 
saccharose, selon les protocoles decrits dans l 1 exeraple 
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2, a partir d'une lign^e lymphoblastoide spontanee, 
obtenue par auto- immortalisation en culture de lymphocytes 
B d'un patient SEP seropositif pour le virus d f Epstein- 
Barr (EBV) apres mise en culture des cellules lymphoides 
5 sanguine dans un milieu de culture approprie contenant une 
concentration appropriee de cyclosporine A. Une 
representation de l'activite transcriptase inverse dans 
les fractions de saccharose prelevees sur un gradient de 
purification des virions produits par cette lignee (Due.) 

10 est presentee dans la figure 10. De meme, les surnageants 
de culture d'une lign€e B obtenue dans les memes 
conditions a partir d'un temoin exempt de sclerose en 
plaques ont ete traites dans les memes conditions et le 
dosage de I'activite transcriptase inverse dans les 

15 fractions du gradient de saccharose s'est avere negatif 
partout (bruit de fond) et est presente dans la figure 11. 
La fraction 3 du gradient correspondant & la lign&e B de 
SEP et la mime fraction sans activity transcriptase 
inverse du gradient temoin non-SEP, ont et6 analysees par 

20 la meme technique RT-PCR que prfecedemment , d6riv6e de Shih 
et coll., suivie des memes etapes de clonage et de 
sequengage tels que decrites dans les exemples 1 et 2. 

L* analyse des clones recombinants prelevgs au 
hasard a fourni les memes quatres categories de sequences 

25 que precedemment . La premiere categorie (type 1) 
correspond 4 1 •amplification de materiel retroviral 
contaminant la transcriptase inverse de MoMuLV. La seconde 
categorie (type 2) correspond aux sfequencesde type MSRV-1B 
telles que definies dans l'exemple 3. La troisidme 

30 catfigorie correspond a des sequences tr6s fortement 
homologues a la sequence attribuee a un virus nomm6 par la 
demanderesse MSRV-2B et d^crit dans les exemples 6 et 7. 
Les resultats sont presentes dans le tableau 2. II est 
tout d fait notable que les sequences de type MSRV-1B 

35 soient retrouvees dans le seul materiel associe a un pic 
d f activite transcriptase inverse "de type LM7" provenant 
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de la llgnie lympLoLlastolie I ie III. les siquences rJonl 
pas ete retrouvees avec le materiel de la lignee 
lymphoblastoide B temoin (non-SEP) dans 26 clones 
recombinants pris au hasard. Seules les sequences 
5 contaminantes de types Mo-MuLV et des sequences sans 
analogie retrovirale particulidre ont ete retrouvees chez 
ce temoin. La difference de resultats est Sl 1' evidence 
hautement significative (chi-2, p<0,001). L'analyse des 
sequences de type MSRV-1B obtenues a partir de la lignee B 
10 de ce patient SEP est presentee dans la figure 12. 

EXEMPLE 5: OBTENTION DE CLONES, DEFINISSANT UKE 
FAMILLE MSRV-2A/ FAR AMPLIFICATION DES REGIONS POL 
CONSERVEES DES RETROVIRUS SDR UNB PREPARATION DE VIRION 
15 ISSUE DE LA LIGNEE LM7 • 

L'approche rooleculaire a consiste a utiliser une 
technique PGR permettant d 1 amplifier une rfegion 
relativement conserv6e du gene pol des retrovirus exogdnes 

20 et endogenes, mais aussi des virus codant pour une enzyme 
a activite transcriptase inverse tels que notamment le 
virus de 1' hepatite B, qui a 6t6 publi&e par Shih et coll. 
(Shih A., Misra R. , and Rush M.G. Detection of multiple, 
novel reverse transcriptase coding sequences in human 

25 nucleic acids : relation to primate retroviruses. J. 
Virol. 1989; 63, 64-75). Cette technique a ete utilis6e 
sur l'ARN extrait d f une preparation de virions purififes 
obtenus selon le protocole d6crit dans l'exemple 1, a 
partir des surnageants de la culture LM7 d'origine (Perron 

30 et coll. Res. Virol. 1989; 140, 551-561) gard6s congelfes Sl 
-80 °C depuis lors. Prealablement & la reaction PCR, l'ARN 
de 1 'echantillon a ete transcrit en ADN complementaire 
(ADNc) a l'aide du Kit "cDNA synthesis system plus" 
(Amersham) # selon les instructions du f abricant et en se 

35 basant sur une valeur approximee a un log pres de la 
quant ite d ' ARN presente dans notre 6chantillon. 
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Apres amplification PCR selon la technique de shih 
et coll., le materiel nucleique obtenu a ete depose sur un 
gel avec 2% d f agarose et la bande visualisee sous lumiere 
ultraviolette apres marquage au bromure d'ethidium dans 
5 une region de poids moleculaire d 1 environ 100 paires de 
bases a ete decoupee et les acides nucleiques contenus, 
extraits selon le protocole usuel (Sambrook J., Fritsch 
E.F., et Maniatis T. , Molecular cloning, a laboratory 
manual. Cold spring harbor laboratory press, 1989) . puis 

10 clones en utilisant le kit TA cloning KIT® tel que decrit 
dans les exemples 1 et 2 (British Biotechnology) et les 
procedures conseillees dans les protocoles joints au kit. 
Apres etalement des bacteries transformees sur le milieu 
de pousse approprie au protocoles du kit, quelques 

15 dizaines de clones recombinants ont ete repiques et 
amplifies afin d'obtenir une quantite suffisante de 
plasmide selon la technique dite de "miniprep" decrite 
dans Sambrook J., Fritsch E.F., et Maniatis T. (Molecular 
cloning, a laboratory manual. Cold spring harbor 

20 laboratory press, 1989). L* insert des plasmides ainsi 
purifies a ete sequence par sequengage automatique selon 
le protocole mentionne dans l v exemple 1. 

Les sequences obtenues ont ensuite ete analysees & 
l'aide des logiciels Mac Vector* et Geneworks® sur banque 

25 de donn6es inf ormatiques Genebank®, pour les sequences 
nucleiques, et Swiss Prot®, pour les sequences en acides 
amines deduites des trames de lecture mises en evidences 
dans les sequences nucleiques* L • analyse des sequences 
obtenues a partir d f echantillon viral provenant des 

30 surnageants LM7 decongeles et purifie au pic d 1 activity 
transcriptase inverse sur gradient de saccharose, a mis en 
evidence trois categories de sequences. Une premiere 
categorie, correspondant a des associations artef actuelles 
des amorces nucleiques utilis6es pour 1 • amplification PCR, 

35 une deuxieme categorie correspondant a des sequences sans 
trame de lecture ouverte consistante et une troisieme 
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categorie correspondant a des sequences retrovirales dans 
la region "pol" attendue de par les amorces utilis6es, et 
presentant au moins une trame de lecture ouverte 
consequente . 

5 Dans cette troisieme categorie, on a pu distinguer 

des sequences strictement homologues a des souches du 
murine leukaemia virus qui ont ete retrouvees par la meme 
approche methodologique, dans des tubes temoins ne mettant 
en presence que de l'eau et l 1 enzyme transcriptase inverse 

10 du Moloney-murine leukaemia virus utilisee pour la 
synthese de l'ADNc. II est apparu evident que ces 
sequences provenaient de contaminants nucleiques associes 
a cette enzyme de retrovirus murin utilisee pour cette 
etape reactionnelle . On a pu aussi y distinguer des 

15 sequences representees par un nombre de clones a 11 ant de 
un a trois, et strictement homologues a des retrovirus 
endogenes humains connus. Ces memes sequences ont ete 
detect6es dans des 6chanti lions t&noins ne provenant pas 
de SEP, traites dans les memes conditions. Enfin, on a 

20 aussi pu y distinguer une sequence representee par une 
population majoritaire de clones (environ 42% des clones) , 
relativement 4 la repr6sentativit6 individuelle des autres 
sequences (tou jours infferieure a 5%, voire 10% pour un 
petit nombre) , et pr6sentant des homologies partielles 

25 avec des retrovirus connus dans la region "pol" attendue. 
L 1 interrogation de la banque de donn6es Genebank<* 
actual is6e a ce jour (version 79, novembre 93) n'a pas 
permis de mettre en evidence de sequence identique ou 
presentant des homologies signif icatives. 

30 Cette sequence est pr6sent6e dans la figure 13. 

Elle presente un cadre de lecture ouvert en phase avec les 
deux amorces PCR retrouvees aux extremites mais elle est 
plus courte que !• ensemble des sequences retrovirales 
connues dans la region attendue entre ces amorces. Une 

35 "deletion" de 45 paires de bases (15 acides amines) y est 
observee a la suite de la sequence de 1' amorce "amont", 
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comme cela est presente dans la figure 14, alors que les 
sequences precedant 1' amorce "aval" sont presentes. 
Cependant la trame de lecture est ouverte et ininterrompue 
sur toute la sequence incluant les amorces et la sequence 
5 en acides amines deduite presente une homologie 
significative avec la region correspondante des retrovirus 
connus, comme cela est presents dans la figure 14 • Dans 
la sequence interne aux amorces PCR, les acides amines E, 
R, Q, P et D, normalement assez bien conserves dans cette 
10 region pol des retrovirus et des virus avec activite 
transcriptase inverse connus (shih et coll. J. Virol. 
1989; 63, 64-75) sont retrouves conserves aux bonne 
positions dans la trame de lecture de notre sequence 
originale. 

15 En fin, etant donne que cette sequence est 

suffisamment divergente des sequences retrovirales deja 
d£crites dans les banques de donnees on peut avancer qu*il 
s f agit d*une sequence appartenant & un nouveau virus que 
la demanderesse a denommfe MSRV-2A. Ce virus s'apparente k 

20 priori, d'apres l 1 analyse des sequences obtenues, £ un 
retrovirus, mais, etant donnee la technique utilisee pour 
obtenir cette sequence, il peut aussi bien s'agir d'un 
virus a ARN dont le genome code pour une enzyme qui 
possdde accessoirement une activity transcriptase inverse 

25 comme c'est le cas, par exemple, pour le virus de 
l'hfepatite B, HBV (Shih et COll. J. Virol. 1989; 63, 64-75). 

EXEMPLE 6: OBTEKTION DE CLONES, DEFZKISSANT UNE 
FAMILLE MSRV-2B, PAR AMPLIFICATION PCR "NICHES" DBS 
30 REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS SUR DES PREPARATIONS 
DE VIRIONS ISSUES DES LIGNEES LM7 ET PLI-2 . 

Une technique PCR derivee de la technique publi6e 
par Shih et coll. a ete utilisee. Cette technique permet, 
par traitement de tous les composants du milieu 
35 react ionnel par la DNase, d'eliminer toute trace d'ADN 
contaminant. Elle permet parallelement , par 1 'utilisation 
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d f amorces differentes mais chevauchantes dans deux series 
successives de cycles d * amplifications PCR, d ' augmenter 
les chances d 1 amplifier un ADNc resultant d'une quantite 
d'ARN faible au depart et encore reduite dans 
5 1 'echantillon par 1' action parasite de la DNAse sur 1 1 ARN; 
ce, d'autant plus la DNase est utilisee dans des 
conditions d'activite en exces qui permettent d'eliminer 
toute trace d 1 ADN contaminant avant inactivation de cette 
enzyme restant dans 1 1 echantillon par chauffage a 85 °C 

10 pendant 10 minutes. Cette variante de la technique PCR 
decrite par Shih et coll, a ete utilisee sur des fractions 
de virions, purifies, comme decrit dans I'exemple 2, conune 
precedemment pour les surnageants congeles des cultures 
LM7, issus cette fois de lignee lymphoblastoide B 

15 spontanee provenant d'un nouveau cas de SEP, de la culture 
PLI-2 (ECACC n° 92072201) et de la culture LM7PC (ECACC 
n°93010817) , ces deux dernieres cultures ayant 6te 
obtenues selon les methodes ayant fait l'objet des brevets 
n° WO 93/20188. 

20 AprSs clonage avec le TA cloning kit« des produits 

amplifies par cette technique et analyse de la sequence a 
l'aide du sSquenceur automatique selon ce qui est d6crit 
dans les exemples 1 et 2, les sequences ont 6t6 analysees 
a l'aide du logiciel Geneworks®, sur la dernidre version 

25 (79, novembre 93) a ce jour de la banque de donn€es 
Genebank® • 

Cette technique a d f abord et6 appliquee a deux 
fractions de virions purifies sur saccharose Sl partir de 
l^solat "POL-2" produit par la lign6e PLI-2 d'une part, 

30 et a partir de l'isolat MS7PG produit par la lignee LM7PC 
d 1 autre part. Les sequences donees et sequencees a partir 
de ces deux echanti lions correspondent a quatre 
categories. Une premiere categorie de sequence, correspond 
a des sequences amplifiees a partir de materiel nucleique 

35 retroviral contaminant la transcriptase inverse du MoMuLV 
utilisee pour l'etape de synthese de l'ADN complementaire, 
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ainsi que cela a deja ete signale precedemment. La 
deuxieme categorie, retrouvee dans la majorite des clones 
(55% des clones issus des isolats POL-2 des culture PLI-2, 
et, 67% des clones issus des isolats MS7PG des cultures 
5 LM7PC) correspond a une famille de sequences H pol w , 
denommees par la demanderesse MSRV-1B et decrites dans les 
exemples 3 et 4 , proches inais differentes du retrovirus 
endogene humain denommS ERV-9 ou HSERV-9, cependant dans 
une autre region que l'homologie mentionnee precedemment 
10 avec la sequence du clone PSJ17 definissant la famille 
MSRV-1A comme decrit dans les exemples 1 et 2. La troisieme 
cat6gorie correspond k des sequences tres fortement homologuea a la 

sequence attribuee a un virus nomine par la demanderesse 
MSRV-2A et obtenue precedemment a partir des surnageants 

15 de culture LM7 (voir exemple 5) par la technique non 
modifiee de shih et coll- Cependant la proportion des 
clones de cette categorie est infer ieure h celle qui a ete 
trouvfie precedemment sur 1 ' isolat viral issu de la culture 
LM7 (5% des clones issus des isolats POL- 2 des culture 

20 PLI-2, et, 6% des clones issus des isolats MS7PG des 
cultures LM7PC) • La quatrieme categorie correspond a 
di verses sequences trouvees genera lement en un exemplaire, 
ainsi qu'une de type retroviral endogene, cependant jamais 
retrouvees par d'autres approches ou dans d'autres 

25 echanti lions provenant de culture exprimant une activity 
transcriptase inverse de type LM7. 

La troisieme categorie de sequences obtenues dans 
cette experience, est identique au sequence "pol w de type 
MSRV-2 obtenues precedemment, & quelques mutations pr£s 

30 qui peuvent s'expliquer par une variability norma le du 
genome viral et par des erreurs des enzymes transcriptase 
inverse et taq-polymerase utilisees dans cette technique. 
Cependant, lors de cette deuxieme approche utilisant une 
modification de la technique d6crite par Shih et coll., 

35 une duplication a priori artef actuelle de 1' amorce aval 
("amorce 3 f ) a ete observee. Ceci peut provenir de la 
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configuration des amorces chevauchantes utilisees pour les 
deux series de cycles d* amplification PCR (technique 
"semi-nested) . La sequence consensus de ces clones est 
presentee dans la figure 15. La trame de lecture 
5 fonctionelle correspondante, une representation de la 
duplication de 1* amorce aval (amorce 3') ainsi que la 
sequence acides amines visual isant le motif interne aux 
regions conservees dans la plupart des retrovirus (VLPQG 
et YVDD) sont presentees dans la figure 16, Une 

10 comparaison des sequences acides amines de type MSRV-2B 
obtenues lors de cette experience et lors de la precedente 
fait apparaltre une seule difference dans la region communement 
clonee, a savoir le remplacement de la methionine M 
retrouvee dans la region de 1* amorce PCR par une valine V, 

15 substituant ainsi le motif YVDD, au motif YMDD. 

L* analyse dans les banques de donn€es de cette 
derni&re sequence, obtenue par cette technique modifiee 
sur des echantillons viraux distincts, ne modi fie en rien 
le fait qu'aucune homologie significative n'est trouvee 

20 avec des sequences d6jS rfepertoriees dans la base de 
donnees Genebank®. Cependant, une analogie certaine de la 
sequence acides amines avec la region Squivalente des 
retrovirus connus existe, ainsi que cela est presente dans 
la figure 17. Cette analogie fait intervenir, comme dans 

25 les clones issus de la technique precedente, une deletion 
suivant 1 1 amorce amont. Cette sequence est, ici aussi, 
compatible avec un g6nome retroviral inconnu ou avec un 
genome viral ARN (transcrit en ADNc dans notre protocole) 
codant pour une enzyme ayant une activite transcriptase 

30 inverse. En effet, les virus de l 1 hepatite B et de la 
mosalque du chou-fleur (CaMV) qui ne sont pas des 
retrovirus mais qui possddent une polymerase £ activity 
transcriptase inverse ont pu etre amplifies selon la 
technique de Shih et coll. De plus, comme cela est aussi 

35 montre dans la figure 17, le CaMV (clone CaMV QG-YM) 
possede une deletion dans cette region mais, contra irement 
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a la sequence de type MSRV-2, elle se situe du cote de 
1* amorce aval (amorce 3*). 

EXEMPLE 7: OBTENTION DE CLONES # DEFINISSANT UNE 
5 PAMILLE MSRV-2B, PAR AMPLIFICATION PCR "NICHEE" DBS 
REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS SUR DBS PREPARATIONS 
DE LYMPHOCYTES B D V UN NOUVEAU CAS DE SEP. 

Enfin, la meme technique PCR modifiee d'apres la 

10 technique de Shih et coll. a ete utilisee pour amplifier 
et sequencer le materiel nucleique ARN present dans une 
fraction de virions purifies au pic d f act:ivit:e 
transcriptase inverse "de type LM7" sur gradient de 
saccharose, selon les protocoles deer its dans les exemples 

15 1 et 2, a partir d'une lignee lymphoblastoxde spontannee, 
obtenue par auto-immortalisation en culture de lymphocytes 
B d'un patient SEP seropositif pour le virus d*Epstein- 
Barr (EBV) apres mise en culture des cellules lympholdes 
sanguine dans un milieu de culture approprie contenant une 

20 concentration appropriee de cyclosporine A. Une 
representation de l'activite transcriptase inverse dans 
les fractions de saccharose pr£lev£es sur un gradient de 
purification des virions produits par cette lignee (Due.) 
est presentee dans la figure 10. De meme, les surnageants 

25 de culture d'une lign6e B obtenue dans les memes 
conditions a partir d'un t6moin exempt de sclerose en 
plaques ont ete traites dans les memes conditions et le 
dosage de l'activite transcriptase inverse dans les 
fractions du gradient de saccharose s'est averfe negatif 

30 partout (bruit de fond) et est presents dans la figure 11. 
La fraction 3 du gradient correspondant a la lign€e B de 
SEP et la meme fraction sans activite transcriptase 
inverse du gradient temoin non-SEP, ont ete ana ly sees par 
la meme technique RT-PCR que precedemment , dferivee de Shih 

35 et coll., suivie des memes etapes de clonage et de 
sequen<?age, comme deer it dans les exemples 1 et 2 . 
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L 1 analyse des clones recombinants preleves au 
hasard a fourni les memes quatres categories de sequences 
que decrites dans les exemples 3,4 et 6. Les resultats 
sont presentes dans le tableau 2. II est tout a fait 
5 notable que les sequences de type MSRV-2 soient 

retrouvees dans le seul materiel associe a un pic 
d'activite transcriptase inverse "de type LM7" provenant 
de la lignee lymphoblastoide B de SEP. Ces sequences n'ont 
pas ete retrouvees avec le materiel de la lignee 

10 lymphoblastoide B temoin (non-SEP) dans 26 clones 
recombinants pris au hasard. Seules les sequences 
contaminantes de type Mo-MuLV et des sequences sans 
analogie retrovirale particuliere ont ete retrouvees chez 
ce temoin. La difference de resultats est a l f evidence 

15 hautement significative (chi-2, p<0,001). L' analyse des 
sequences de type MSRV-2 B obtenues a partir de la lignee B 
de ce patient SEP est presentee dans la figure 18. 
L 1 analyse des sequences de type MSRV-2 obtenues dans 
toutes les fractions de virions purifiees provenant 

20 respect ivement des cultures LM7, LM7PC, PLI-2 et de la 
lignee lymphoblastoide B de SEP (Due), par les deux 
techniques PCR derivee de la technique publiee par Shih et 
coll., est presentee dans la figure 19. On y constate que 
la sequence en acide nucleique y est tres conservee, £ 

25 quelques mutations pres, et que la seule variation de 
sequence acides amines observee dans ces clones concerne 
la methionine ou la valine du site amorce 3 1 YMDD/YVDD. 

EXEMPLE 8: Amplification PCR des la sequence 
30 nucleique contenue entre la region 5* definie par le clone 
c 'pol MSRV-lB" et la region 3* definie par le clone PSJ17 
(MSRV-1A) . 

Cinq oligonucleotides, M001, M002-A, M003-BCD, 
35 P004 et POOS, ont ete definis pour amplifier de l'ARN 
provenant de virions purifies POL-2. Des reactions de 
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controle ont ete effectuees de maniere a controler la 
presence de contaminants (reaction sur de 1'eau) . 
L* amplification consiste en une etape de RT-PCR selon le 
protocole decrit dans l'exemple 2 suivie d'une PCR 
"nichee" selon le protocole PCR dScrit dans l'exemple 2. 
Dans le premier cycle RT-PCR, les amorces M001 et P004 ou 
POOS sont utilisees. Dans le deuxieme cycle PCR, les 
amorces M002-A ou M003-BCD, et 1 ' amorce P004 sont 
utilisees. Les amorces sont positionnees comme suit: 

M002-A 
M003-BCD 

M001 P004 POOS 



15 ARN 

POL-2 

< > < > 

pol MSRV-1 SJ17 

20 Leur composition est: 

amorce M001: GGTCITICCICAIGG 
amorce MO 02 -A: TTAGGGATAGCCCTCATCTCT 
amorce MO 03 -BCD: TCAGGGATAGCCCCCATCTAT 
amorce P004: AACCCTTTGCCACTACATCAATTT 

25 amorce POOS: GCGTAAGGACTCCTAGAGCTATT 

L'alignement du consensus MSRV-1B avec le produit 
d" amplification "nichfie" dfecrit ci-dessus et nomme M003- 
P004 et le clone PSJ17 (MSRV-1A) montrant la communaute de 

30 famille des isolats MSRV-1A et MSRV-1B, ainsi que la 
sequence nucleique de la region comprise entre MSRV-1B et 
MSRV-1 A sont presentes dans la figure 20. 

II convient ici de rappeler que, dans le mod&le 
naturel animal de la SEP reprfisente par le Visna du 

35 mouton, la co-existence, le co-isolement , la co- 
purification et meme, dans certaines situations 
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pathologiques etudiees sous cet angle, la cooperation, de 
deux virus, les retrovirus Maedi-Visna et JSRV (retrovirus 
de 1 1 adenomatose ovine pulmonaire) est connue et 
frequemment mise en evidence dans les maladies naturelles 
5 (et non-experimentales) , ainsi que l'ont rapporte De 
Martini J.C. et coll. (J. N.C.I. 1987; 79, 167-177), 
Rosadio R.H. et coll. (Vet. Pathol. 1988; 25, 58-66), 
Dawson M. et coll. (Br. Vet. J. 1990; 146, 531-537) et 
York D.F. et coll. (J. Virol. 1991; 65, 5061-5067). 

10 Or, le virus Maedi-Visna est un retrovirus exog&ne 

directement responsable de la pathologie neurologique du 
mouton alors que le JSRV est un retrovirus endogene 
responsable d f un cancer, 1 1 adenomatose ovine pulmonaire. 
La cooperation entre ces deux virus a ete etudiee et 

15 montree dans une troisidme pathologie du mouton, le maedi 
qui est une forme de pneumonie interstitielle 
lymphocytaire, ma is cette synergie n f a pas ete etudiee ni 
recherchee dans le cas du Visna, la maladie demyelinisante 
du sy steme nerveux central. 

20 Dans ces conditions, on peut considerer que la 

presence de deux elements viraux differents, co-isoles 
dans une pathologie nature lie huraaine telle que la SEP, 
trouve un precedent logique du point de vue conceptuel 
dans le modele du mouton evoque ci-dessus. 

25 Ces virus peuvent done etre a l'origine de 

pathologies differentes mais aussi cooperer dans certains 
processus pathogeniques . 

Dans ces conditions on doit concevoir que les 
applications diagnostiques et therapeutiques decoulant de 

30 la decouverte des virus MSRV-1 et MSRV-2 contenant les 
sequences definies dans le present brevet, aux variations 
pr&s que ces virus peuvent nature llement presenter, 
pourraient se recouper dans le cadre de la SEP. 

Par exemple, des retrovirus endogenes de type 

35 MSRV-l pourrait interfdrer de fagon variable, selon les 
genotypes MSRV-1 portes par des individus differents, avec 
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1 ' infection par un virus exogene de type MSRV-2 qui serait 
plus specif iquement associe a 1' induction de la maladie 
sclerose en plaques. lis pourraient done moduler la 
pathogenicity de ce dernier. Dans ces conditions, le 
5 genotypage des genes de type MSRV-1 portes par un individu 
dans une famille ou une region a risque, permettrait de 
faire un diagnostic de "risque individuel" . Le diagnostic 
d'une infection a MSRV-2, devrait etre confronts a ce 
typage MSRV-1, pour evaluer le risque de maladie clinique. 

10 De plus, certaine formes graves ou, a contrario benignes, 
de SEP pourraient etre caracterisees par la presence d'un 
haplotype MSRV-1 endogene particulier, et ainsi, un 
pronostic sur revolution clinique pourrait etre donne. De 
plus, de tels elements genetiques pourraient faire l'objet 

15 d'une th£rapeutique complementaire utilisant les proc6d6s 
de la therapie genique ou, plus simplement, des 
inhibiteurs de 1' expression retrovirale actifs sur des 
retrovirus endogenes . 

Selon un autre exemple, 1' expression d'un 

20 retrovirus endogdne de type MSRV-1 pourrait §tre 
transactivee par une protfeine rfegulatrice codee et 
exprimee par un virus de type MSRV-2. Ainsi, on peut 
concevoir dans ces conditions qu'un diagnostic devrait 
depister une infection par MSRV-2 mais aussi une reaction 

25 immunitaire particulidre contre (ou une expression 
particuliere de) MSRV-1, pour etre a meme de caracteriser 
l'6tat de "sclerose en plaques active". Ainsi encore, une 
reponse immunitaire contre MSRV-2 ou la detection directe 
d'un de ses antigenes ou d'une sequence nucleique lui 

30 appartenant, en 1 1 absence d' expression a norma le d'un 
endogene de type MSRV-1, pourrait caracteriser un stade 
"latent" de la maladie. Aussi, le controle regulier direct 
(detection ARN ou proteines virales) ou indirect 
(immunite) de I'etat d' expression de populations endogenes 

35 MSRV-1, pourrait constituer un controle pronostic 
extremement precoce de passage a la maladie clinique si 
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celle-ci s 1 accorapagnait d'une modification caracteristique 
de cette expression. Ce type de suivi "diagnostic ou 
pronostic" pourrait permettre de rationaliser une approche 
therapeutique et d'en optimiser 1 ' ef f icacite. 
5 Selon un autre exeinple, ces deux virus pourraient 

etre exogenes tous les deux, bien que l'un d'entre eux 
soit phylogenetiquement proche d'une famille de retrovirus 
endogene, et presenter une synergie ainsi que cela peut se 
rencontrer notamment dans le cas bien connu de 1* hepatite 

10 delta, dont 1' agent causal, le virus VHD possede un genome 
defectif dependant du virus VHB, agent de l'hepatite B. 
Cet exeinple connu demontre que deux maladies affectant le 
meme organe et dif f erenciables, pour 1' etude clinique, 
essentiellement sur des criteres de gravite, peuvent 

15 coexister par superposition de l'une (hepatite delta) sur 
1 1 autre (hepatite B) dont la presence est requise du fait 
de la dependance du genome du VHD par rapport au VHB. Un 
tel cas de figure, ou tout autre type d* interaction, peut 
done se concevoir dans le cas de deux virus exogenes, et 

20 meme d'un retrovirus endogdne, associes a la SEP. Dans un 
cas similaire a celui des hepatites B et delta, on 
pourrait dissocier, par les diagnostics respectifs lies a 
MSRV-1 et MSRV-2, des formes de SEP avec un seul virus 
associe, et des formes, a priori plus graves, avec deux 

25 virus associes. 

Selon un autre exemple qui s 1 inspire d'un 
raisonneroent analogique etaye sur la connaissance des 
hepatites virales, il est aussi concevable que plusieurs 
virus independants puissent provoquer un syndrome 

30 inf lammatoire du systeme nerveux central, dont les 
variantes cliniques sont regroupees sous la denomination 
"sclerose en plaques", ainsi qu f il existe des "hepatites'* 
causees alternativement par le VHA, le VHB, le VHC, le VHE 
ou 1 'association VHB et VHD. Dans ces conditions, le 

35 diagnostic des differents virus associes a une "sclerose 
en plaques" permettrait de preciser le type de virus en 



2715937 



44 



cause et, par la, les mesures de prohylaxie et les 
methodes therapeutiques a utiliser pour chaque malade, 
alors qu'un traitement anti-inf lammatoire ou 

immunodepresseur global est actuellement propose sans 
5 discrimination efficace des causalites de la maladie, chez 
1' ensemble des malades atteints de SEP. 

Ces virus peuvent aussi etre & l'origine d'autres 
pathologies individualisees, et notamment, dans le cas de 
MSRV-1 dont l 1 expression est nettement accrue dans les 
10 cellules immortal isees ou transf orraees des lignees 
continues par rapport aux memes cellules en culture 
primaire, une association avec des processus tumoraux, 
certains cancers ou syndromes hyperproliferatifs, est 
concevable . 

15 Alternativement, un des deux virus peut s'avdrer, 

seul et a l 1 exclusion de l f autre, jouer un role dans la 
pathogenie de la SEP et, done, seules les applications 
diagnostiques et therapeutique de celui-ci seraient 
d^ntSret pour la sclerose en plaques. Mais, comme dans 

20 l*exemple du visna et du jaagsiekte precit6, il se 
pourrait que 1' autre virus puisse indfependanunent induire 
un tout autre type de maladie chez l f homme. 
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TABLEAU 2 



REPARTITION DES SEQUENCES OBTENUES FAR PCR 
MODIFIEE D'APRES SHIH ET COLL- A PARTIR DE CULTURE 
DE LYMPHOCYTES B D'UN PATIENT ATTEINT DE SCLEROSE 
EN PLAQUES VERSUS UN PATIENT CONTROLE 





TYPE 1 


TYPE 2 


TYPE 3 


TYPE 4 








MSRV-2B 




Lympho B 


0 


11 


4 


8 


patient SEP 












0% 


48% 


17% 


35% 


Lympho B 


5 


0 


0 


21 


patient 










non SEP 












19% 


0% 


0% 


81% 
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R EVEND I CAT I ONS 

1/ Association de deux virus associes a la 
sclerose en plaques, a savoir, un premier virus humain, 
possedant une activite transcriptase inverse, et associe a 
5 une famille d* elements retroviraux endogenes, ou un 
variant du premier virus comprenant au moins un antigene 
reconnu par au moins un anticorps dirige contre au moins 
un antigene correspondant dudit premier virus, et un 
second virus, possedant une activite transcriptase 

10 inverse, ou un variant dudit second virus, ces deux virus 
etant issus ensemble d'une meme souche virale choisie 
parmi les souches denommees respectivement POL-2, deposee 
le 22.07.1992 aupres de 1 • ECACC sous le numero d'acces 
V92072202 et MS7PG deposee le 08.01.93 aupres de 1 1 ECACC 

15 sous le numero d'acces V93010816, et parmi les souches 
variantes consistant en des virus comprenant au moins un 
antigene qui est reconnu par au moins un anticorps dirige 
contre au moins un antigene correspondant de l'un ou 
l 1 autre des virus des souches virales POL- 2 et MS7PG 

20 prfecitees. 

2/ Association de deux virus associes a la 
sclerose en plaques, a savoir, un premier virus humain 
possedant une activity transcriptase inverse, et associe k 
une famille d f 616ments retroviraux endogenes, ou un 

25 variant du premier virus comprenant au moins un antigene 
reconnu par au moins un anticorps dirige contre au moins 
un antigene correspondant dudit premier virus, et un 
second virus possedant une activite transcriptase inverse, 
ou un variant du second virus, ces deux virus etant 

30 produit par une meme lignee cellulaire choisie parmi les 
souches d£nommees respectivement PL.I-2 deposee le 
22.07.1992 auprSs de 1 ' ECACC sous le numfiro d'acc&s 
92072201 et LM7PC deposee le 08.01.93 aupres de 1' ECACC 
sous le num6ro d f acces 93 010817, et par toutes cultures 

35 cellulaires infectees susceptibles de produire un virus 
comprenant au moins un antigene qui est reconnu par au 
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tnoins un an^icorps dirige contre au moins un antigene 
correspondant de l'un ou I 1 autre des virus produits par 
les lignees PLI-2 et LM7PC precitees. 

3/ Association de deux virus, a savoir un premier 
5 virus dont le genome comprend une sequence nucleotidique 
presentant au moins 50 % et pref erentiellement au moins 
70 % d'homologie avec la sequence nucleotidique SEQ ID N01 
ou sa sequence complementaire, ou un variant dudit premier 
virus dont le genome code pour une sequence peptidique 

10 presentant au moins 50 % et pref erentiellement au moins 
70 % d'homologie avec la sequence peptidique codee par la 
sequence nucleotidique SEQ ID N05 ou sa sequence 
complementaire, et un second virus, dont le genome 
comprend une sequence nucleotidique presentant au moins 

15 50 % et pref erentiellement au moins 70 % d^omologie avec 
une sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N02 ou sa 
sequence complementaire, ou un variant dudit second virus 
dont le genome code pour une sequence peptidique 
presentant au moins 50 %, et pref erentiellement au moins 

20 70 % d'homologie avec la sequence peptidique codee par la 
sequence nucleotidique SEQ ID N02 ou sa sequence 
complementaire 

4/ Proced6 de detection d'un premier virus , et/ou 
d'un second virus, associes & la sclerose en plaques, 

25 caracterise en ce qu'on met en oeuvre au moins deux 
fragments, un premier fragment dont la sequence 
nucleotidique presente au moins 50 % et de preference au 
moins 70 % d'homologie avec SEQ ID N05 ou sa sequence 
complementaire, et/ou un second fragment dont la sequence 

30 nucleotidique presente au moins 50 % et de preference au 
moins 7 0 % d'homologie avec SEQ ID N02 ou sa sequence 
complementaire, chacun desdits fragments etant une sonde 
ou une amorce. 

5/ Composition diagnostique, prophylactique ou 

35 therapeutique, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
association selon la revendication 4 et un premier 
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fragment nucleotidique, et/ou un second fragment 
nucleotidique, tels que definis selon la revendication 4. 

6/ Procede pour detecter et/ou identifier une 
association de virus associes a la sclerose en plaques, 
5 dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'on 
expose un ARN et/ou un ADN specif ique a chaque dit virus, 
et/ou leur ARN et/ou ADN complementaire a une association 
d'un fragment nucleotidique et d f un second fragment 
nucleotidique, tels que definis a la revendication 4, 

10 7/ Procede de detection d'un premier virus, et/ou 

d'un second virus, associes h la sclerose en plaques, 
caracterise en qu'on met en oeuvre un premier peptide code 
de maniere partielle ou totale par le premier fragment 
nucleotidique defini a la revendication 4, et/ou un second 

15 peptide code de maniere partielle ou totale par le 
deuxieme fragment nucleotidique defini a la revendication 
4 . 

8/ Composition diagnostique, prophylactique ou 

th6rapeutique, caracterisee en ce qu'elle comprend un 
20 premier peptide et/ou un second peptide, definis 4 la 

revendication 7. 

9/ Composition diagnostique, prophylactique ou 

therapeutique, caracterisee en ce quelle est obtenue par 

preparation d'un premier ligand specifique du premier 
25 peptide, et/ou un second ligand specifique du second 

peptide, et par association du premier ligand et/ou du 

second ligand. 

10/ Fragment nucleotidique, caracterisfe en ce que 

sa sequence nucleotidique presente au moins 50% , et de 
30 preference au moins 70% d'homologie, avec une sequence 

choisie parmi SEQ ID N01, SEQ ID N03, SEQ ID N04, et la 

sequence SEQ ID N05 comprenant bout k bout SEQ ID N01, SEQ 

ID N03, SEQ ID N04 . 
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CAAQCCACCC AAGAACICTT AAATTICCTC ACT50TICIG QCTftCAftGGT 50 

TTOCAAAOCA AA03CICAGC ICIGC'ICACA QGAGATIEGA TBCnaQaGT 100 

TAAAATIMC CAAAGGCACC M3333CCICA GTGAGGAACG TATOCAGOCT 150 

AT2CTOGGTT ATCCTCATCC CAAAAOCCIA AAGCAACmA GAQQGTIOCT 200 

TBGCATCAIC AGGTnCIQC OGAAAACAAG ATTCCCAGGT ACAAOCAAAA 250 

TAGOCAGAOC ATIATA'TOCA CIAATEAAGG AAACTCAGAA AG0CAA1BOC 300 

TATnaGTAA GATOGACAOC TAAACAGAAG GClTiLCAQG OOCTAAAGAA 350 

GQOCCTAAOC CAAGOQOCAG TCTICAGCIT QOCAACAGOS CAAGA'i'lTl'l' 400 

CITIATATOG CACAGAAAAA ACAGGAATCG CICIAGGflGT ULTiBCACAG 450 

GTOOGftGOGA TGAGCnOCA AUULXJ1UUCA TMDCTGAATA AGGAAATIGA 500 

TCT3V3TOGCA A^GOUT I UGC CTCATNGTTT ATOaSTAATG GNGGCAGTIAG 550 

CAGTCINAGT ATCTCAAGCA GTISAAATAA TACAQQGAAG A3A1CTINCT 600 

GTCTOGftCAT CTCATCATCT GAACX3QCATA CICfiCIGCIA AAQGAGftCTT 650 

GIGGTTGICA GACAAOCATT T7W2TTAANIA TCAUUL'ICIA TTBCTIGAAG 700 

AGOCAGIQCT (3CACIGOQC ACTTCIQCAA CTCTEAAAGC C 741 
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Consensus 
PSJ17 
EHV9 pol 

Consensus 
PSJ17 
EKV9 pol 

Consensus 
PSJ17 
ERV9 pol 

Consensus 
PSJ17 
ERV9 pol 

Consensus 
PSJ17 
ERV9 pol 

Consensus 
PSJ17 
ERV9 pol 

Ccnsensus 
PSJ17 
EW9 pol 

Consensus 
PSJ17 
ERV9 pol 

Consensus 
PSJ17 A. . - 
pol 



CARGCY?CYC WW3A/CTCIT RAAYTTVCIM RCTAMYYRW^ GSTOCAAOGT 

. .A. .C. .C. A. . .A A. .T. .C. -C A. . .QCICT. .C 

. .G. .T. .T. T. . .T. . . . G. X, .T. -A G. . .ATCAA. .G 

KTCYAWRYCR AKXXTtCJ&Z TTVGCWPCA GGAGATIBGA T?CIVAGOGT 

T. .C.APC-A T.... .C...TC T 

G. .T-TCT-G C T.-.CT... C.-.-. 

TAAATATCTA GGCCTAATCT TAKCCAAA3G SMCAGGGSC CICAGYRMG 
T C G TC. . . 

;;;; g g c ca... 

AAYGWAIMCA GOCTATACIG GSTTATCCIC RYCCYAARPC MYTAAARCAR 

CT c G AT..C..A. . OC G..A 

!!t!a!.a!! 1 C QC..T. -G. . KT A..G 

YTOAGRGRGT TCCTITOIAT KAYCAGGYTT YTOCOGAFWA YARGATODCY 

C.A. .A.G A.C.. G.T T. . C AA. C.A T. -C 

t!g!!g.A G.A. . T.C..-.C. T. . 



.CT. T-G. . .C. .T 



RGKI7KAASC RARAYAGCCA GROOttTATA TP^ACTAAIY AAGGAA*C¥C 
.C. A.A.T A. .AT. T T. 



A.G. 

G.A. . .-.G. G.G.C. 



.G. .CC. C 



AGARROCMAA TPCYY?TiTA GTIHAGWKQG AFfCMKARRC AGAAACRROf 

...AA..C CT. . ?. . .-.A. .AT.. .CA.CT.AA -- GG.T 

...GG..A.. TC. -C G..TS-. .AC.AG.GG AA.C 

TICMARROCY TAAAGMAGOC YCIARVMIAA QCYOCAGKKT TMMCYIKOC 

C.GG. .C A.... C...AOC C TC. .C T.G. . 

A.AA. -T C T...GTIA T CT. .A.-.C.T.. 

bPCAGGRCAR RATTTYICIT TA3ATCKCAS AGARARARCM RGRA3M3CIC 

,G. .A G T G..C - . .A. A. A. A G.A- .C 433 

C. W-.A. .G A C T. .G . 



.G. G.G.C A.G. .A 



TWGGTCIOCT YMWCARPYY CFWGQGAYRA SCYYRCAACC M7IGGCAIAC 

.A T. .A. .QGIC .GA TC. G.TTC C. 

.T C..T..AACT .AT CA. COCA A 

CIBAKEAMG AAA3TCATCT AGIFOCAAAR GGYTGGOCTC AXN3ITIPW3 
G A g G . .T T T. 

!!a!g".!! !!!!!! a a ..c cr a. 

OCHARIKGNR GCACIHGCMG TXHNAGYATC WGARQCWOY AAAAEAAEPC 

. .A.G..G A. .A T — T..A..A3.T 

G.T.CA G..C. ...T..C... A..G..TA.C 

AR3GAARRGA TCTYNCTCTS TRGACWCIY ATCATCIRAA TOOCATACIM 

.G....GA T G .G...AT..C G. . C C 

.A AG CA..-.C .A-..TA..T A.. T A 



Consensus 
PSJ17 

pol 

Consensus 
PSJ17 

pol 

Consensus 
PSJ17 
&W3 pol 

Consensus 
PSJ17 
EHV9 pol 

Consensus 
PSJ17 
EPV9 pol 

Consensus ' GOOJCBVYIM CTIGARGRRC CMTOCTOS* AMIRYQCPCW TCYKYRRCYC 

DSJ17 ...T...T.A A. AG G.G .C.GC — -T . .TOCAA.T. 733 

pol ...A. ..C.C G.GA TCA .A. AT A . -CATOG.C. 



R5TOCYAAAG GARRYTTRTC GYIKICMAC AACYKYVmC TEARMEAYCA 

GAC..G.. .T.G CATT A. . .T. . 

Gg!!.C ..AST. .A.. .C.A TOOC. 



GA. .C. 



50 
50 
50 

100 
100 
86 

150 
136 
136 

200 
186 
186 

250 
236 
234 

300 
286 
276 

350 
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400 
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450 

426 

500 
483 
476 

550 
533 
526 

600 
583 
576 

650 
633 
625 

700 
683 
675 

750 

725 



Consensus 
PSJ17 .T. 
ERV9 pol 



TVAAM3TY 
.A. .C 741 
.C. .C. .T 



758 



733 
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Q^TQELLNFL TTOGYKVSKP K^QDCSQEIR 
ILGVTHPKIL KQL«3L3C RFLHCTRFFG 
YLVPWTPKQK AFOALKKALT QkEVFSLFIG 
VFQ4SLQFVA YLNKEIDWA KGa/PHXLWVM 
VWISHDWCI LTAW3DIJWLS CNHLLXYQAL 



YU3LKLSKGT RGLSEERIQP 50 

TTKIARPLYT UKETQKANT 100 

QDFSLYGIEK 1GIALGVLTQ 150 

XAVAVXVSEA VKIIQOTDLX 200 

LLEEPVLXLR TCMIKP 247 
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fic, H 



Consensus 
Trad PSJ17 
Trad ERV9 modif 

Consensus 
Trad PSJ17 
Trad ERV9 modif 

Consensus 
Trad PSJ17 
Trad ERV9 modif 

Consensus 
Trad PSJ17 
Trad ERV9 modif 

Consensus 
Trad PSJ17 
Trad EKV9 modif 



QAT. .LLNFL . . .GYKVS. . KAQLC.Q YLGL.L.KGT R.LS.E.IQP 50 

...QE TIC KP S.EIR K.S... -G. .E.R. . . 50 

...ID ANQ MS L.QVK I.A. . . .A. .K.X. . . 50 

IL.YP.FKTL KQLR.FL. . . .F PG ARP. . . LIKEIQ.ANT 100 

..G..H G. -SMI R.LFKSRF.. TIKI . . . LYT K. . . 100 

..A..R E. .GIT S. -CPLWI . - YSET. . . R. - . 96 

.LV.W.P F. .LK.AL -QAP. .SLPT GQ.FSLY. *E . ..IADSVLT 150 

Y. .R.T.K-Q KA.QA. .K. . T. . .VF D GT. KIG 149 

H. .E.E.EAE TT.KT. .Q. . V. . .AL N VR. RAR 146 

Q. .G. - .QPV AYL.KEJXW AKGWPH.L.V . .AVAV. .SE A.KIIQG.DL 200 

.VR.MSL N X.W. MX XV. . .V R. . 199 

.TH.TTP S C.R. VA LA. - .1 K. . 196 

. . .T. .DVNG IL.AKG.DWL SEN.LL.YQA. LLI£.PVL. - .TC. .L.P 248 

XVW.SH T. . .D H. .X E. . .XL R. .AT.K. 247 

IS- TY G...S. C.R G QI C..MA.N. 243 
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L C333 IC* 

j cc74 ic- 

I G3L39- 
E CT34 IC* 
Z C532* 
a CC106* 
3 CG10* 
Z- CGZS* 
CG30* 
- CG20* 
3 CC12- 
£ CG39* 

5 <n< IC* 

3 CC16 IC* 
5 CG 154* 
?. 0QS6 IC* 
I CCU6* 
K CG 159* 
R GG158* 
?. CG163* 
3 CG 1S5* 
K CC33* 
K CGS4 IC* 

K ccas- 

0 <X2B- 
I. OT1 IC* 
O CGU.7* 
Q CC 147* 
0 03 146 IC* 
0 CCAS2 IC* 
Q CG 149* 
Z CdJ 3* 
K CC62* 
J CG149* 
C <X23* 
E CE3S* 
N 0C3O3* 
N CG114 IC* 
u CG90 IC* 
N GJU2 m 
N 0G109 IC* 
C CG129-IC 
C CG130* 
J CGL41* 
I CG68 IC* 

L CG93 IC* 
U CC95 IC* 
J OG74 IC* 
I CG139- 
E 0S134 IC* 
D CG32* 
M CG106* 
B CG10* 

d aas* 

D CG30* 
C 0220* 
B 002* 
E 0C39* 
B CG14 IC* 
3 03.6 IC* 
R CG 154* 
R GG1S6 IC* 
I CG136* 
K CG 1S9* 
R OG158* 
R 0G163* 
R Q3 155* 
K 0383* 
X 0G84 IT* 

k aas* 

D OG28* 
L 0G91 IC* 
0 0GU7* 
Q CG 147* 
Q CG 146 IC* 
Q CC1S2 IC* 
Q CG 149* 
£ OC133- 
H CCS2* 

j aa.49* 

C OG23* 
£ OC35- 
[I OGU3* 
II 0C114 IC* 
L 0030 IC* 

; i OC109 ic* 
IC . 

T 'JC130' 

.; ocm- 
; ^ot»8 rc* 



-CTTTXCG- 
-GTTOGGG- 
- GITO OSG- 

-crrTA-aG- 

-GTTCXXS- 

-cttcaccc- 

— l'K^GGC- 



-encxre- 

-Jl'lXIAGGC- 
-GTTCXEC- 

- crrrga GG- 

-GTTCrOGG- 
« TTCAACG- 



-GTTCAACG- 

^gttcaagg- 

--TTCAAG3- 
-GTTCAAOG- 
-GTTGVOG- 
-GTTCAACG- 



-GTTCACCG- 
-GTTCACGG- 
-O'nXGVGA- 

KJTTCAAGA- 
-GTTWCA- 
-GTTCAAGA- 
-GTTCSaGG- 

-Grrrcxsc- 

TTCAflGG- 



-opcca-aoc 
-crroocc- 

GGTTCAQGG- 
-GTTCrCGG- 
-CTTCSaOG- 
-GTTCAOGG- 
-GMTCAGGG- 

-cttcmgg- 

-GTTCAGOG- 
-GTTCAGGG- 



ATAOJLJLlCA 
ATMCCCTCA 
ATAUJLLiCA 
ATXJLJU urCA 
ATAt CCCTCA 

AT XU.UJCA 
ATAW* V 
A-P OOOOCCA 
ATACCCCCCA 
A1ACJJULLCA 
ATA O.TJU-CA 
AIT^ JUULCCA 
AIACCCCCCA 
ATAOQCCCCA 
ATA O JU UC C A 
AT Wit t 'XA 
AC ^LUJJCA 
ATAOCCCCCA 
ATA OX.U.C A 
ATAC COCCCA 
ATAGCOCCCA 

ataujulcca 
ata o cco cca 

ATAOCCCCCA 

AIWCCCCCA 
ATA CICCCC A 
ATA CTCCCCA 
ATACTOOCCA 
ATA CTOCCCA 
ATAGTCCCCA 
ATACCCCCCA 
ATA OCCCCCA 
ATAOCCCCCA 

AXAG3CTCCA 
AI MOCTCCA 
AIMJCJL'IULA 
MP QCCICCA 
ATPOCCTCCA 
AP OJ. 1^ V"A 
AP OCIOOCA 
JOK3CIO0CA 
XXMCIOaCA 



TcrcrroGT 

TcrcrnacT 
TcrcrnaGT 

TCTATTTGGC 

TL'L AiriUGC 
TCTATTIGGC 

1'IOGC 
ILL AliiUGC 
IClA i I I'GGC 
H1 A1 1 1UGC 
IVlAi'L 
H.1 A1UGGC 
IVl Al'l'lOGC 
'ICL AtllGGC 
1VI A111CGC 
TCU Al't'IOX 
11 LAI i 1T3GC 

icT A'rrmJC 
icprrroGT 

ILLf UliOGC 
lVL Al'l'lUX 
TLTAl'l'lUJC 

Tcwrnar 

IVI AI ' UUGC 
TL'CAl'l'lUuC 
'IT-'l Ai 1TGGC 

TL'L Ai'rroGC 

I LT Xl ' I ' lGX 
TCTATl'ltLC 
TCl AlliUJ C 
ICTJJTTOgC 
TCCCTl'lUJZ 

TCTATTIGGC 

TCTxnrax 
TCTArnaac 

TCTATTIGGC 
TCDOTTGNC 
TCTATTTGGC 
TCTMTTOGC 
TCTWTTOGC 



C^JJIALIGG 
C^XTCCTGG 
CAGGT5CTGG 
CAGGI3CTGG 
CAGCTOCTOG 
CAAJCAl'IU^ 

c&cxrrx; 
caggcactac 
caogcacxx: 

CAGGCACTrC 
CAGGCACTX? 
CAGGCACT?C 
GGZXTtG 

cag3cactc 
cxdcactx; 

CA OGCA TgC 
CTOGCATTMS 
CAOGCATTC 
CAOGCATOG 
CAOGCATTEC 
CAOGCATTAG 
CAGGAATIPC 
CAGGCATT^G 
CAGGCATTPG 
CTQOCATnC 
CAAUJU'UO 
CAGGCATTAG 
CAGGCATTAG 
O GGCM TOG 
CA GGCX TPG 
CAOGCATOG 
OOGCATTJOG 
CAGGTATTSG 
CA GGCA TTTG 
CW3GCATTAG 
CA OJLA l'l^G 

OOOT AIUC 
CAGGCATCTG 
CAGGCATTJG 
CA OGCATTAG 
CAOGCATDG 

CTCGCKTIM 

CTGGCATTAA 



CCCVGATCT 
CCCA#GATCT 
CCCA^GATCT 
CCCVGATCT 
OCCAAGATCT 
ATCCAAACTT 
CCCWCCTT 
CTCAATACTT 
C7CAATACTT 
CTCAATACTT 
CTCAATACTT 
CTCAATACTT 
CTCAATACTT 
CTCAATACTT 
CTCAATACTT 
CCCVCSCTT 
COCA*GACTT 
CCCWCPCTT 
OCCAAGACTT 
CCCAAGACTT 

cccAfCAcrr 

CCCAICACTT 
GOCAAGACTT 

cccAxsscrr 

CCCAAGACTT 
CCCVGACTT 
CCWGACTT 

cccvcAcrr 

CCCAPGACTT 
CCCAW3ACTT 
CCCAAGACTT 
CCCWGACTT 
CCCWSGACTT 
CCCAAGACTT 
CCCAPGAC1T 
OaCAPCWTTT 

cccwcpcrr 

CCX3WAGACIT 
CCCAAGACTT 
CCCAAGACTT 
CCCAAGACTT 
CCCAAGACTT 
NOCAAGPCrr 
CXX35GACIT 
COOPCACTT 

cax?GAcrr 



AUJULACTTC 
ACGCOCTTC 
AGGCCACTTC 
A GGCCACTTC 
AGCCCACTTC 
GPGTCAA JTC 
Gr CTCAKnC 
G XJUCAUai^ 
gaoocagttc 
Cr^CCOCTTC 
GACCOCTTC 
G? GCCAGTTC 
GXjJLA CTTC 
C^GCCACTtC 
G^CCCA GTTC 
GPGCrjCTTT 
GPGCOCTTT 

G*ooCT t*ri'r 

GAGCOCTTT 
GP CJULAUU ' l 
G?OCCACTTT 
G*OCCACTTT 
C^CICAATTC 
Cr CTCA A irTC 
GACTCAATTC 
GA CTCAAJTC 
CPGOCACTTC 
GAGCCACTTC 
G^OCCACTTC 
GAOOOCnC 

GsajLA unc 

GP OCCAGTTC 
GAOGCA Al'lC 
GAGCCAArrC 
G MCCAATTC 
GPGCCACTTC 
C^OCCAACTTC 
CJOCCPCTTC 
G^3CCA GTTC 
g OCCAGTTC 
GAGCCA CTTC 
CJV TCCACTTC 
C^GCCA GTTC 
AAGCCAGTTC 
AAGCCTCTTC 
AAOCCAGTTC 



TCAGGTCCAG 
TCAGGTCCAG 
TCAOGTCCAG 
TCAGGTCCAG 
VJUJ I UX 
TGKTXOCTGG 

TCXP OCTOG 
TCAP OCTOS 
TOO OCIQ3 
TCATACCTGG 
TCKP CCTOG 
TCATADCTGG 
TCATACCTGG 
TCATXJC'XGG 
TCOT OCICA 
TCAgPMOCIGA 
TCAT ACCTGA 
TCCT OCTGA 
TCAT^OCTGA 
TCATACCTGA 
TCAT AXIGA 

TCAeo oaaG 

TCAT*CCIGG 

TCCToaas 

'LT_AO OCiaG 

TCATA OCTGG 
TCAT^CCTOG 
ILAiMCICC 
TCATACCTGG 
TCATAC CTGG 
TOOT OaOG 
TCXtACCIGC 

TCAaAacro 

TCAT ACCIOG 
TCATACCTGG 
TCATACCTGG 
TCATACCTGG 
TCATACCTGG 
TCATACCTGG 
TCATACCTGG 
TCATACCTGG 
TCATACCTGG 
TCATAOCTCC 
TTATACCTCC 



GCACTCTGTT 
GCACTCJCTT 
CCACTCTGTT 
Q»CTCTGTC 
CCACTCTGTT 
ACACrCTTGT 
AOCTTTJCT 
ACACTCTTGT 
AOCTCTTCT 
ACACTCTTGT 
ACACICTTGT 
ACA UCl'lUT 
ACAC1V1 1GT 
A3CTCTCGT 
ACATTCTTGT 
ACACTCTCAT 
AG^ CTCICAJ 
ACACTCTCAT 
ACACTCTCAT 
AO L T L ' IC A T 
ACACTCTCAT 
AC A w T L 'I Ck r 
ACACICTTGT 
ACAwTCrtGT 
ACACTCTTGT 
ACACrCTTGT 
ACACTCTTGT 
AOCTCTTGr 
ACACTCTTGT 
ACACTCTTGT 
ACACTCTTGT 
AG ACICTTGT 
ACACTCTTGT 
A3CTCTTGT 
ACA CTCTTCT 
ACACTCTTGT 
ACACTCTTCT 
ACACTCTTGT 
ACACTCTTGT 
ACACTCTTGT 
ACACTCTTCT 
ACA CTCTTCT 
ACA CTCTTCT 
ACA CTCTTGT 
ACACTCTTCT 
ACACTCTTGT 



OCTTCA G- 
CCTTCA &- 
OCTTCA S" 
CCITCA G- 

ocrrcAS- 

OCTTTGG— 



aCTTCGG- 
CCTTOGB- 
UJTlUi> 
CCTTCGG- 
QL ' l ' lUXJ 
CCTTCGG- 
CCTTQQS* 
CCTTCGCr- 
CTTTTOO- 
CTTTTQG* 
CTTTTGCr- 
CTTTTOG- 

crrrroG— 

CTITTGG- 
CTTTT3G- 
OCTTCAG- 
CCTTCAG- 
OCTTCAS- 
OCTTTOG- 
CCTTTGG- 
CCTTCOG- 
OLUUi> 
CCTTCaG- 
QL'1'1U1> 
QL'1'IU3 > 
CCTTCAC- 
CCTTCAO- 
O LilUJG- 
OL'TTOGG- 
CCTTQGG- 
CCTTCAG- 
CCTTCAG- 
CCTTCA C* 
OCTTCAG- 
CCTTCAG- 
CCTTCAG- 
OCTTTCG- 
CCTTTOC* 
OCTTTCC- 



95 



84 

85 
85 
85 
86 
85 
85 
85 
84 
85 
85 
85 
85 
84 



85 
85 
85 



85 
85 

85 
36 



£6 
85 
86 

AS 
(6 



<3 

a 

<s 

•8 
47 
48 
48 
47 



<a 

43 
48 

47 



47 
48 
48 
48 
4B 
4B 
43 
4B 



48 
48 
49 



48 
48 
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LCGS1 IC- 


LM 


CCG23* 


LM 


QCG 147- 


C2 


QCC152IC* 


C2 


OCG117* 


C9 


QCG 146 «C <2 


QCG 


CZ 


L0C90C* 


LM 


N CG1 12* 


C9 


N CG1 1 3* 


C9 


MCCIOf IC- 


O 




B 



MCCIOC* 




cocas* 


LM 


0CC32* 


LM 


CCG1SO* 


LM 


JCG14V 


PL. 


ICGS6C* 


LM 


ICG13C 


LM 


«CG1S«* 


C4 


HCG1S4C* 


C4 


tCG 1S«* 


C4 


RCG 1S4* 


C4 


KCC1C3* 


C4 


• CG 1SS* 


C4 


LCG93 C* 


LM 


L CG9S IC* 


LM 


JCC74 C* 


PL 


t CGI 34 IC 


LM 


t CG! 39* 


LM 
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CONSENSUS A 

OTTACCaTACCCC TCATCTCTTTGGTCA GGTACTGGCGCAAGA TCTAGGCCACTTCC 60 

V G.PSSLWSGTGPRSRPLL 
FRDSP HLFGQ VLAQD LGHFS 
LGIAL ISLV R YWPKI • A T S Q 

AGGTCCAGGCACTCT GTTCCTTCAG 85 
RSRHS VPS 
GPGTL FLQ 
V Q A L C S F 

CONSENSUS B 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCACTAGCTCAATA CTTGAGCCAGTTCTC 60 
VQG.P PSIWP GTSSI LEPVL 
FR DSP HLFGQ ALAQY LSQFS 
SGIAP IYLAR H.LNT .ASSH 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCGGT 86 
IPGHS CPS 
YLDTL VLR 
TWTLLSFG 

CONSENSUS C 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCATTAGCCCAAGA CTTGAGTCAATTCTC 60 
VQG.P PSIWP G ISPR LESIL 
FRDSP HLFGQ ALAQD LSQFS 
SGIAP IYLAR H.PKT .VNSH 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCAG 85 
IPGHS CPS 
YLDTL VLQ 
T W T L L S F 

CONSENSUS D 

GTTCAGGGATAGCTC CCATCTATTTGGCCT GGCATTAACCCGAGA CTTAAGCCAGTTCTC 60 
VQG.L PSIWP GINPR LKPVL 
FRDSS HLFGL ALTRD LSQFS 
SGIAP IYLAW H.PET .ASSH 

ATACGTGGACACTCT TGTCCTTTGG 85 
IRGHS CPL 
YVDTL VLW 
T W T L L S F 
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flCt 8A 



Consensus 
HIV1 QG/YM 
HIV2 QG/YM 
VISNA QG/YM 
CAEV QG/YM 
NMIV QG/YM 
HEKVK QG/YM 
JSRV QG/YM 
MEMV QG/YM 
IflLVl QG/YM 
HTLV2 QG/YM 
Trad cons30 B 
Trad cons33/28 
Trad ccns24 D 
EPV9 QG/YM 
Trad ccris37 A 



. . .SP.UFQ. 

WKGSPAIPQS 

WKGSPAIPQH 

WKLSPAVYQF 

WKLSPSVYQF 

MKNSFTLGQK 

MLNSPTICQT 

MINSFIIOQK 

MANSPTLCQK 

FKNSPTLFEM 

FKNSPT1FEQ 

FRDSFHLR3Q 

FRDSFHLR3Q 

FRDSSHLTOL 

FRDSFHLFGQ 

FRDSFHLF9Q 



. .A. -L. . .R 
SMIKELEPFR 
TMBQJLEFFR 
TM2CELRGWI 
1M3FTTJTWI 
FVEKAILIVR 
FVGRADQFVR 
FVATAIAPVR 
YVATAJHKVR 
QLAHXLQPIR 
QLAAVLNEMl 
ALAQfYLSQF- 
ALAOXSQF- 
ALTRDL9QF- 
ALAKDDGHF- 
VLAQDIX31F- 



KQNPDIVIYQ 
KANKCVIIIQ 
ESffMEGpGI 
QQHFEXQpGI 
DKYQDSYTVH 
EKFSDCYIIH 
QRFPQLYLVH 
HAWN34YIIH 
QAFPQCTmj 
KMETTSTTM3 
-SYIiJIliVLR 
"SYLDItVU} 
-SYVDILVLW 
-SSPGILVLQ 
-SGPGflUFlQ 



30 
30 
30 
30 
30 
30 
30 
30 
30 
30 
30 
28 
28 
28 
28 
28 



FIG SB 



0.203 



0.100 



0.215 



0.149 



0.311 



0.203 



0.203 



0.311 



0.203 



0.228 



0.041 
0.038 
0.307 



ft 



0.228 



0.270 



0.307 



0.696 



0.791 



0.133 
0.133 



0. 088 p 
0.065 1 12; 

I o 

0. 



0.034 
034 
122 
0.072 
072 



F\Gt 8C 



HTLV1 QG/YM 
HTLV2 QG/YM 
HIV1 QG/YM 
HIV2 QG/YM 
JSRV QG/YM 
MPMV QG/YM 
MMTV QG/YM 
HERVK QG/YM 
VISNA QG/YM 
CAEV QG/YM 



Trad oons30B 
Trad cons33/28C 
Trad oons24 D 
ERV9 QG/YM 
Tradcons37A 



Consensus FRDSFHLTOQ ALAQDLSQFS Y.OILVLQ 

Trad ccns30 B Y L R 

Trad aons33/28 C L 

Trad ccns24 D S L . .TR ..V.. 

ERV9 QG/YM K. .GH. . SPG 

Trad ccns37 A V GH. . GPG..F. 



W 



Taille 

28 

28 

28 

28 

28 

28 



% d'hcnologie 

71% 

79% 

64% 

100% 

86% 
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CONSENSUS A 

Consensus 
Consensus 



GTTIM3GAT AN3QCICMC TCTTIGGICA GGTOCIOQOC CAAGATCIM 50 
GQC^CTICTC A3GTCCAGSN ACTCIGflTCC TICAG 85 



CONSENSUS B 

Consensus 
Consensus 



GTICAG9GAT A3QCXXOVIC TATTIGQOCA GGCACTAGCT CAATBCTIGA 
QOCM JVUC T C ATMCTOGAC AYTCTOGTOC TTOGGT 86 



50 



CONSENSUS C 

Consensus 
Consensus 



GTICARRGAT AGOOOQCATC TATTIGGOGW BGYATTPGCC CAAGftCTTGA 50 
GYCAATICIC AMCTGK ACILTIUIUC TIYRG 85 



CONSENSUS D 

Consensus 

Consensus 



GTICAG3GAT A3CTOTATC TATTTOOaCT QQCATIAMC OGftGACTIAA 50 
GCXSGTTCTY ATADGTOGftC ACTCTIGTOC TTIGG 85 



CONSENSUS GENERAL KSRV-lB AVEC AMORCES D' AMPLIFICATION (S>£Q> JS> : 

Consensus GICTTOGCPC AGGQGTTIAR RGATMCYCY CATCTMTTIG GYOKGYAYT 

Consensus RRCTCRAKAY YIRRGYCAVT TCT^AKPYSY FGSNAYTCIB KOTCTIYRGT 

Consensus ACATQGA1GA C 
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(ujdp) ia 
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(uidp) xb 



/ ' — 
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fid 1Z4 



Consensus 
VAR 

Consensus 

VAR 

Consensus 
VAR 



CTIGGATCCA G^CVTWOG ARGQGNNCAG CCNICINIYW 
CTIGGMCCA GtGtlgcCaC AgOGGtlCAG GG-al^GcOC CCaTClaTtt 
c.aa.c. .a. ..c.C . .gg. . .a ca 

GaCAQGSTA TTOGYCCAAG ACITGAKCCA O^CICATAC CTOGAACACT 
QGcCAGGc-A TTAGcCCAAG ACTIGAgCCA GttCICATBC CTGGA-CACT 
^. ,- a 



CTIGCNCCTr 0QC3sPiCGRKG GMA.TCACMIN CTGAN BCTIG AGA 
CnG-ICCTT COTITC-acG G-ATCACCTg CIGAaGCTIG AG- 
. .gggG .c a.c CIGANXTIG AG- 



143 
141 
137 



50 
50 
50 

100 
100 
98 



MIN 



125 



an cttogatocA 
prot 



-at AraocTirrAc; QGAT^Qr TYY! CATCTATTIG 50 
V T. P O G FR DSP HLFG 



an 



prot 



ATT fl/TTTAAGAC Tit 
QAL A QD LSQF SYL DTL 



an (TTrmCGGT APATOGATGA CC TGCTGmg cttgag 
prot V L R Y M D D 



100 



137 
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FIG, 13 

pol SHIH TOGAAAGTCT TOCCACAGGG OQCIGAAGOC TATCGOGIQC AGnQQOQGA 50 
pol SHIH TO00Q0CTAT AQOCTCTACA T33A1GACAT CXTIQCTOQQC TOC 93 
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FIG, 1*f 



Trad, amorces 
Trad pol SHEH 
HTLVl QG-YM 
RILV2 QG-YM 
HIV1 QG-YM 
KTV2 QG-YM 
MaMulv QG-YM 
VISNA QG-YM 
CAEV QG-YM 
JSRV QG-YM 
Mynv QG-YM 
MEW QG-YM 
HERVK QG-YM 
ERV9 QG-YM 
CaMJ QG-YM 



WKVLPQG YMCDILLAS 
WKVLPQG A^YRVQLPDAAYSLYMLDIIXAS 

VLPQGFKNSPTLFeC 

VLPQGFKNSPTIFEQQI^V^^ 

VLPQGWKGSPAIPQSSMIKII^^ 

VLPQGWT<GSPAIFQHTMRQVI^ 

RIJ<X2T<NSPTLFD^^ 

VLPQGWKLSPAVYQFlMQKIIiO^ 

VLPQGWKLSPSVYQFIM^L^^ 

VLPQCa^n^PTlCQKF^ 

VLPQ(3*1KN5PT!jO^^ 

VIJK2^1ANSPTIiDQKY^ 

VLFQGMLNSPTIOQIFN^^ 

VLPQGFE^FHLFX3QM J AKDDGH^ 

VPFGLKQAPSIFQRHMDEA^^ YVCD 



31 
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FIG? 15 



Ccnsensus 
Consensus 



TK3GATCCAG TGYTGOCACA GQGQGCIGAA GCCTATOXG T3CAGTIQQC 
GGATGCCGCC TATW3QCTCT ACGTOGATGA CCTSCIGAAG CTTGAG 



50 
96 
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FIG, 



Consensus TIQGATCCAG TGVTOGCACA GGGCGCIGAA QOCTATOQCG TOCAGTIQCC 50 

B OG13 T 50 

E OG38 C : fO 

H CG65 C 50 

Consensus GGMO00Q0C TR mJUL ' lLT ACGIGGA.TCA CCTSCIGAAG CTTGAGTACG 100 

B OG13 G 100 

E CG38 C 100 

H CG55 C 100 

Consensus TOGATGACCT QCTGAAGCTT GAG 123 

B CGL3 123 

E CG38 123 

H CG65 123 



FiG, 

TIGGATOCAG TCYIGOC2CA GGGOQCIGAA G0CTATO30G T3CAGTIQCC 50 
LDPV LPQ GAE A Y R V QLP 

GGATGOQGOC TAI^GOCICT ACGIGGATCA OCISCIGAflG 100 
D A A YSLY VD D LLK LEYV 

TOGATCaCCT QCIGAftGCIT GAG 123 
D D L L K L E 

FIG, 16 C 

Consensus 'I'lU W ia a G tcvtopcaca qqq cqctgaa gcciaicgcg tqcagtiggc 50 

Consensus GGATQCCGCC TATAGCCTCt aootogaxga. cctsctoaao OTCAcTEaCS 10 

Consensus TtraTGAOCT ottcaagctt GAG 123 



FIG, 16 D 

VLPQG GAEAYR\*£JDAAYSL WED 
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FIG, 1* 



AA conserves 

HTLV1 QG-YM 
PfILiV2 QG-YM 
HJV1 QG-YM 
HTV2 QG-YM 
McMulv QG-YM 
VISN& QG-YM 
CAEV QG-YM 
JSFV QG-YM 
MVTIV QG-YM 
MEW QG-YM 
HERVK QG-YM 
EHV9 QG-YM 



VLEQG- 



VLPQGFKNSPTTJ?TEM2^^ 

VT^PQGFKNSPTliFTQQI^ 

VLPQGWKGSPAIFQSa^IKII£PFE^ 

VLPQGWKGSPAIFQtflMRC^ 

FU^FQGFKNSPTLFDEAU^ 

VLPQGWKI^PAWQFTMQKILiS^^ 

VI i FQG^m4SFIl£QKF^ 

VLJ : QC34KNSP r Il^ 
VLFQGMA^FTIJOQKYVA^^ 

VTJQGFRDSFHLFGQAIi^I^^ 



Trac^JSRV-2B 2YV 



TcacMSFV-2B 



CahfJ QG-YM 



VLPQG A^YE^ L ffi^Y5LYVEOJliKLEYVED 

VLPQG AEAYE\Q^EEAAySLYVED 

VPHXKQAPSIPCS^HMDEA YVED 
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F/G, 18/4- 



Consensus 
VAR 

Consensus 
mj 

VAR 
VAR 



CTTGGATCCA GTCYTRCCMZ AQ3C3^GCTCA AQ 0CT3V TOGM NICMGTCM3C 
CTIGGATOCA GIGtTgCCcC AQ3GcGCTCA AQCCIATOGc gTGcAGItQC 
c a a a a 

QQGNINDCGN CIWTAQCCNC TBCKIGGWIG ACCHsKIGAA GNTKGAN 97 

CQGaT^COGc CliaTAGOCtC TftCgTOGaTG AOCltxflGAA GcTtGAg 97 

t act g 97 

g 97 



50 
50 
50 



fig* 18 e> 

an citogktocA CTreiTQOOOC ACraCQC'IGA AQGCTATOGC GTOCAGTTGC 90 
prot V T, P O G AE AYR VQLP 

ai QGGATCCCGC CTATAGCCTC TAfXTDGGA'IG AQ CTCCIQa ocrrcao 97 
prot D A A Y S L Y V D D 



i 
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Consensus TGGAAAGTGY TOCCMZAGGG CGCTGAAGOC TMCGQGTGC AGTTGaOQGA 50 

44 

50 

44 



LigT4 A. 

pol SHIH T A. 

LEpatDuT4 . - -T C. 



Consensus TG0G3GCTAT AGOCTCTACR TOSATGACAT CCTGCTGGOC *IGC 93 

LigT4 G J 

pol SHIH A 93 

LEpatDuT4 G 72 



Consensus — VLFQGAEA YHM3LPDAAY SLYVED 31 

Trad pol SHIH WK M- .ILIA S 31 

Trad LigT4 24 

Trad of LBpatDuT4 24 
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FI6, ZO 



MRSV-1B - 

M003-P004 

PSJ17 



PSJ17 

**SV-1B GIGTIQOCflC AGQQGTICftG QGMSGCXXE CMCEMTIG GCCaGQCATr 

M)03-P004 irafi Gcamnrrrr ^T^PiT^ GOCTGSCaTr 

PSJ17 

MiSV-lB PGCOCM&C TTOBGOCRGT TCTCMBCCT GGfiCfiCICIT G'lO. TlUmT 

M003-P004 PGCCCM&C TIGfiGOCAAT TCICATROCT GG&OVCICIT G ' lULTlLK AT 

ESJ17 ^ 

1-KSV-1B ACATOGATCA C 

M303-P004 ACATGGATGA Tttactttta ocTmco.vrr caoaaacctt otocaatCAA 

K*JT7^ GOCaGOCAftG AACICTEftAA TTIOCTCftCT MCTGIQOCT ACAAGGITIC 

MD03-P004 GOCftOOCAftS AACICTE&AA Tl ' lUL ' ICA CT AX1GTO0CT ACAMGTTIC 

..//.. 

..//.. 
PSJ17 
M3SV-1B 
M003-P004 



PSJ17 

M^SV-IB 

M)03-P004 



OGRG3GMGA QCnQCAAOC OGTOQCATSC CIGAMMGG AAATIGATCT 
OSV3QGATGA QCTTOCAflOC OGIGQCM»C CIGAATAAOS AAATTt5VTt?T 
AGTOQCAAAG QGITOQOCTC AT NLalTUA lG QGTAATOGNG GCaGISGCfiG 

NJVOcr^Afic, arrvY II IZZZZZIZZI 



50 
34 



100 
84 

3 

111 
134 

53 

Ul 

134 



503 
Ul 
634 

553 
111 
648 



